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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para modular la expresion del receptor de la hormona del crecimiento
Campo

Los presentes casos proporcionan métodos, compuestos y composiciones para tratar, prevenir o mejorar
una enfermedad asociada con un exceso de hormona del crecimiento usando compuestos antisentido u
oligonucleotidos dirigidos al receptor de la hormona del crecimiento (GHR).

Antecedentes

La hormona del crecimiento se produce en la glandula pituitaria y se secreta en el torrente sanguineo donde
se une al receptor de la hormona del crecimiento (GHR) en muchos tipos de células, provocando la produccién del
factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1). El IGF-1 se produce principalmente en el higado, pero también
en el tejido adiposo y el rifdn, y se secreta al torrente sanguineo. Varios trastornos, como la acromegalia y el
gigantismo, estan asociados con niveles elevados de hormona del crecimiento y/o niveles elevados de IGF-I en
plasma y/o tejidos.

La produccion excesiva de la hormona del crecimiento puede llevar a enfermedades como la acromegalia o
el gigantismo. La acromegalia y el gigantismo estan asociados con un exceso de hormona del crecimiento,
provocado a menudo por un tumor hipofisario, y afecta a 40-50 por millén de personas en todo el mundo, con
aproximadamente 15.000 pacientes en cada uno de los Estados Unidos y Europa y una incidencia anual de
aproximadamente 4-5 por millon de personas. La acromegalia y el gigantismo se caracterizan inicialmente por un
crecimiento anormal de las manos y los pies y cambios 6seos en las caracteristicas faciales. Muchos de los
resultados relacionados con el crecimiento estdn mediados por niveles elevados de IGF-1 en suero.

Tachas et al. J Endocrinol. 2006 Abril:189(1):147-54 describe el andlisis in vitro de un oligodesoxinucledtido
de fosforotioato modificado con 2’-O-(2-metoxietilo).

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un compuesto que tiene la siguiente estructura quimica:
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NH
NH,
NH,

La invencién proporciona ademas composiciones que comprenden el compuesto de la invencién, o una sal
del mismo y por lo menos un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencion proporciona ademas una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la invencion, o la
composicion de la invencién, para su uso en un método para tratar una enfermedad asociada con el exceso de la
hormona del crecimiento en un humano, en donde el uso comprende administrar al humano la cantidad
terapéuticamente eficaz, tratando de este modo la enfermedad asociada con el exceso de la hormona de
crecimiento, opcionalmente en donde (a) la enfermedad asociado con el exceso de la hormona de crecimiento es
acromegalia y/o (b) el tratamiento reduce los niveles de IGF-1.

Sumario de la divulgacién

Los casos de la divulgacién descrita en la presente se refieren a métodos, compuestos y composiciones
para tratar, prevenir o mejorar una enfermedad asociada con el exceso de la hormona del crecimiento. Varios casos
descritos en la presente estan dirigidos a compuestos antisentido u oligonucleétidos dirigidos al receptor de la
hormona del crecimiento (GHR). Varios casos estan dirigidos al tratamiento, prevencién o mejora de la acromegalia
con compuestos antisentido u oligonucleétidos dirigidos al receptor de la hormona del crecimiento (GHR).

Descripcidn detallada
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A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de quimica analitica, quimica orgénica sintética, y quimica medicinal y farmacéutica
descritas en la presente son los bien conocidos y usados comlUnmente en la técnica. Pueden usarse técnicas
estandar para la sintesis quimica y el analisis quimico. Ciertas de tales técnicas y procedimientos pueden
encontrarse, por ejemplo, en "Carbohydrate Modifications in Antisense Research" editado por Sangvi y Cook,
American Chemical Society, Washington D.C., 1994; "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., 212 edicidon, 2005; y "Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and Applications" editado por
Stanley T. Crooke, CRC Press, Boca Raton, Florida; y Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 22
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos
tienen los siguientes significados:

"Nucleosido 2'-F" se refiere a un nucleésido que comprende un aztcar que comprende fllor en la posicién
2'. A menos que se indique lo contrario, el flior en un nucleésido 2'-F esta en la posicién ribo (reemplazando el OH
de una ribosa natural).

“2'-O-metoxietilo” (también de 2'-MOE y 2'-O(CH2)2-OCHs) se refiere a una modificacion O-metoxi-etilo en la
posicion 2' de un anillo de furanosa. Un aztcar modificado con 2'-O-metoxietilo es un aztcar modificado.

"Nucleésido 2'-MOE" (también nucledsido 2'-O-metoxietilo) significa un nucledsido que comprende una
fraccion de aztcar modificado 2'-MOE.

"Nucleosido 2’-sustituido" significa un nucledsido que comprende un sustituyente en la posicion 2' distinto
de H u OH. A menos que se indique lo contrario, un nucledsido 2’-sustituido no es un nucledsido biciclico.

"Fraccion de azucar 2’-sustituido” significa un furanosilo que comprende un sustituyente en la posicion 2'
distinto de H u OH. A menos que se indique lo contrario, una fraccion de azucar 2’-sustituido no es una fraccion de
azucar biciclico (es decir, el sustituyente en 2' de una fraccion de azucar 2’-sustituido no forma un puente con otro
atomo del anillo de furanosilo.

“Sitio objetivo 3’ “ se refiere al nucleétido de un acido nucleico objetivo que es complementario al nucleétido
mas 3' de un compuesto antisentido particular.

"Sitio objetivo 5' " se refiere al nucledtido de un &cido nucleico objetivo que es complementario al nucleétido
mas 5' de un compuesto antisentido particular.

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

"Aproximadamente" significa dentro de £10% de un valor. Por ejemplo, si se afirma que "los compuestos
efectuaron por lo menos aproximadamente un 70% de inhibicién de GHR", esta implicado que los niveles de GHR se
inhiben dentro de un intervalo del 60% y el 80%.

"Administracién" o "administrar" se refiere a vias para introducir un compuesto antisentido proporcionado en
la presente a un sujeto para realizar su funcién pretendida. Un ejemplo de una via de administracion que puede
usarse incluye, pero no estd limitada a la administracion parenteral como inyeccidon o infusion subcutanea,
intravenosa o intramuscular.

"Alquilo", como se usa en la presente, significa un radical de hidrocarburos lineal o ramificado saturado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, sin limitaciéon, metilo, etilo,
propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. Los grupos alquilo incluyen tipicamente de 1 a
aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono (alquilo
C1-C12) siendo lo mas preferido de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono.

Como se usa en la presente, "alquenilo” significa un radical de cadena de hidrocarburos lineal o ramificado
que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene por lo menos un enlace doble carbono-carbono. Los
ejemplos de grupos alquenilo incluyen, sin limitacién, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-ilo, dienos como
1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24 &atomos de
carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo lo mas preferido de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo como se usan en la presente pueden incluir
opcionalmente uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en la presente, "alquinilo" significa un radical de hidrocarburos lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene por lo menos un enlace triple carbono-carbono. Los
ejemplos de grupos alquinilo incluyen, sin limitacion, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo y similares. Los grupos alquinilo
incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24 dtomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12
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atomos de carbono, siendo lo mas preferido de 2 a aproximadamente 6 a&tomos de carbono. Los grupos alquinilo
como se usan en la presente pueden incluir opcionalmente uno 0 mas grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en la presente, "acilo" significa un radical formado por la eliminaciéon de un grupo hidroxilo de
un acido organico y tiene la férmula general -C(0O)-X donde X es tipicamente alifatico, aliciclico o aromatico. Los
ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos
alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Los grupos acilo como se usan en la presente pueden
incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en la presente, "aliciclico" significa un sistema de anillos ciclico en el que el anillo es alifatico.
El sistema de anillos puede comprender uno o mas anillos en los que por lo menos un anillo es alifatico. Los
aliciclicos preferidos incluyen anillos que tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 a&tomos de carbono en
el anillo. Aliciclico, como se usa en la presente, puede incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

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

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

Como se usa en la presente, "aminoalquilo" significa un radical alquilo C1-C12 amino sustituido. La porcién
alquilo del radical forma un enlace covalente con una molécula original. El grupo amino puede estar localizado en
cualquier posicion y el grupo aminoalquilo puede sustituirse con un grupo sustituyente adicional en las porciones
alquilo y/o amino.

Como se usa en la presente, "aralquilo” y "arilalquilo" significa un grupo aromatico que esta enlazado
covalentemente a un radical alquilo C+-C12. La porcién de radical alquilo del grupo aralquilo (o arilalquilo) resultante
forma un enlace covalente con una molécula original. Los ejemplos incluyen, sin limitacién, bencilo, fenetilo y
similares. Los grupos aralquilo como se usan en la presente pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes
adicionales unidos al alquilo, el arilo o ambos grupos que forman el grupo radical.

Como se usa en la presente, "arilo" y "aromatico” significan un radical de sistema de anillso carbociclico
mono- o policiclico que tiene uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, sin limitacién,
fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, idenilo y similares. Los sistemas de anillos de arilo preferidos tienen de
aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Los grupos arilo como se usan
en la presente pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

"Mejora" se refiere a una disminucion de por lo menos un indicador, signo o sintoma de una enfermedad,
trastorno o afeccién asociada. En ciertas realizaciones, la mejora incluye un retraso o desaceleraciéon en la
progresion de uno o mas indicadores de una afeccion o enfermedad. La gravedad de los indicadores puede
determinarse mediante medidas subjetivas u objetivas, que son conocidas por los expertos en la técnica.

"Animal" se refiere a un animal humano o no humano incluyendo, pero no limitado a, ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluyendo, pero no limitados a, monos y chimpancés.

"Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridacion de un
compuesto antisentido con su acido nucleico objetivo. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una
disminucion en la cantidad o expresidén de un acido nucleico o proteina objetivo codificado por dicho &cido nucleico
objetivo.

"Compuesto antisentido" significa un compuesto oligomérico que es capaz de experimentar hibridacion con
un acido nucleico objetivo a través de enlaces de hidrégeno. Los ejemplos de compuestos antisentido incluyen
compuestos de cadena sencilla y de cadena doble como oligonucleétidos antisentido, ARNip, ARNhc, ARNmc y
compuestos basados en la ocupacion.

"Inhibicién antisentido" significa la reduccién de los niveles de acido nucleico objetivo en presencia de un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

compuesto antisentido complementario a un &cido nucleico objetivo en comparacién con los niveles de é&cido
nucleico objetivo en ausencia del compuesto antisentido.

"Mecanismos antisentido" son todos aquellos mecanismos que implican la hibridacién de un compuesto con
acido nucleico objetivo, en donde el resultado o efecto de la hibridacién es o la degradacién del objetivo o la
ocupacién del objetivo con el estancamiento concomitante de la maquinaria celular que implica, por ejemplo,
transcripcion o corte y empalme.

"Oligonucledtido antisentido” significa un oligonucledtido de cadena sencilla que tiene una secuencia de
nucleobases que permite la hibridaciéon con una regién o segmento correspondiente de un &cido nucleico objetivo.

"Complementariedad de bases" se refiere a la capacidad para el apareamiento de bases preciso de
nucleobases de un oligonucle6tido antisentido con nucleobases correspondientes en un acido nucleico objetivo (es
decir, hibridacion), y esta mediada por enlace de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o de Hoogsteen invertida
entre las nucleobases correspondientes.

"Fraccion de azucar biciclico” significa una fraccion de azicar modificado que comprende un anillode 4 a 7
miembros (incluyendo, pero no limitado a, un furanosilo) que comprende un puente que conecta dos atomos del
anillo de 4 a 7 miembros para formar un segundo anillo, lo que da como resultado una estructura biciclica. En ciertas
realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros es un anillo de azlcar. En ciertas realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros
es un furanosilo. En ciertas de tales realizaciones, el puente conecta el carbono 2'y el carbono 4' del furanosilo.

"Acido nucleico biciclico" o "BNA" o "nucledsidos de BNA" significa un nucledsido que tiene una fraccion de
azucar que comprende un puente que conecta dos atomos de carbono del anillo de azucar, formando de este modo
un sistema de anillo biciclico. En ciertas realizaciones, el puente conecta el carbono 4'y el carbono 2' del anillo de
azucar.

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

"Carbohidrato" significa un carbohidrato de origen natural, un carbohidrato modificado o un derivado de
carbohidrato.

"Agrupacion de carbohidratos" significa un compuesto que tiene uno o mas residuos de carbohidratos
unidos a un andamiaje o grupo conector. (ver, por ejemplo, Maier et al., “Synthesis of Antisense Oligonucleotides
Conjugated to a Multivalent Carbohydrate Cluster for Cellular Targeting,” Bioconjugate Chemistry, 2003, (14): 18-
29, o Rensen et al., "D ,“Design and Synthesis of Novel N- Acetylgalactosamine-Terminated Glycolipids for Targeting
of Lipoproteins to the Hepatic Asiaglycoprotein Receptor,” J. Med. Chem. 2004, (47): 5798-5808, para ejemplos de
agrupaciones de conjugados de carbohidratos)

"Derivado de carbohidratos" significa cualquier compuesto que pueda sintetizarse usando un carbohidrato
como material de partida o producto intermedio.

"cEt" o "etilo restringido" significa una fraccién de azucar biciclico que comprende un puente que conecta el
carbono 4'y el carbono 2', en donde el puente tiene la formula: 4'-CH(CHs)-O-2'".

“Nucledsido de acetato restringido” (también nucleésido cEt) significa un nucledsido que comprende una
fraccion de azucar biciclico que comprende un puente 4'-CH(CHs)-O-2'.

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

"Modificacién quimica" significa una diferencia quimica en un compuesto en comparacién con una
contrapartida de origen natural. Las modificaciones quimicas de los oligonucleétidos incluyen modificaciones de
nucleédsidos (incluyendo modificaciones de fracciones de azucar y modificaciones de nucleobases) y modificaciones
de enlaces internucleosidicos. En referencia a un oligonucleoétido, la modificacién quimica no incluye diferencias solo
en la secuencia de nucleobases.

"Compuestos antisentido quiméricos" significa compuestos antisentido que tienen por lo menos 2 regiones
quimicamente distintas, cada posicion teniendo una pluralidad de subunidades.

"Enlace escindible" significa cualquier enlace quimico capaz de dividirse. En ciertas realizaciones, un
enlace escindible se selecciona entre: una amida, una poliamida, un éster, un éter, uno o ambos ésteres de un
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fosfodiéster, un éster de fosfato, un carbamato, un disulfuro o un péptido.

"Fraccion escindible" significa un enlace o grupo que es capaz de dividirse en condiciones fisiolégicas. En
ciertas realizaciones, una fraccion escindible se escinde dentro de una celda o compartimentos subcelulares, como
un lisosoma. En ciertas realizaciones, una fraccion escindible es escindida por enzimas enddgenas, como
nucleasas. En ciertas realizaciones, una fraccion escindible comprende un grupo de atomos que tienen uno, dos,
tres, cuatro o mas de cuatro enlaces escindibles.

"Coadministraciéon" significa la administracion de dos o mas agentes farmacéuticos a un individuo. Los dos
0 mas agentes farmacéuticos pueden estar en una Unica composicion farmacéutica, o pueden estar en
composiciones farmacéuticas separadas. Cada uno de los dos o mas agentes farmacéuticos puede administrarse a
través de las mismas o diferentes vias de administracion. La coadministracion abarca la administracién paralela o
secuencial.

"Complementariedad" significa la capacidad de apareamiento entre nucleobases de un primer &cido
nucleico y un segundo &cido nucleico.

"Comprender”, "comprende" y "que comprende” se entendera que implica la inclusion de un paso o
elemento o grupo de pasos o elementos establecidos, pero no la exclusiéon de cualquier otro paso o elemento o
grupo de pasos o elementos.

"Conjugado” o "grupo conjugado” significa un atomo o grupo de atomos unidos a un oligonucleétido o
compuesto oligomérico. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades del compuesto al que
estan unidos incluyendo, pero no limitado a, propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas, de union, absorcion,
distribucion celular, captacion celular, carga y/o eliminacion.

"Conector conjugado” o "conector" en el contexto de un grupo conjugado significa una porciéon de un grupo
conjugado que comprende cualquier atomo o grupo de atomos y que enlaza covalentemente (1) un oligonucleétido
con otra porcion del grupo conjugado o (2) dos 0 mas porciones del grupo conjugado.

Los grupos conjugados se muestran en la presente como radicales, proporcionando un enlace para formar
una unién covalente a un compuesto oligomérico como un oligonucleétido antisentido. En ciertas realizaciones, el
punto de unién en el compuesto oligomérico es el atomo de oxigeno 3' del grupo hidroxilo 3' del nucledsido terminal
3' del compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, el punto de unién en el compuesto oligomérico es el &tomo
de oxigeno 5' del grupo hidroxilo 5' del nucledsido terminal 5' del compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, el
enlace para formar la unién al compuesto oligomérico es un enlace escindible. En ciertas de tales realizaciones,
dicho enlace escindible constituye todo o parte de una fraccion escindible.

En ciertas realizaciones, los grupos conjugados comprenden una fraccién escindible (por ejemplo, un
enlace escindible o nucleosido escindible) y una porcidén de la agrupacién de carbohidratos, como una porcién de
una agrupaciéon GalNAc. Dicha porcidbn de agrupacion de carbohidratos comprende: una fraccién de
direccionamiento y, opcionalmente, un conector conjugado. En ciertas realizaciones, la porcion de la agrupacion de
carbohidratos se identifica por el nimero y la identidad del ligando. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la porcién
de la agrupacién de carbohidratos comprende 3 grupos GalNAc y se designa "GalNAcs". En ciertas realizaciones, la
porcién de la agrupacion de carbohidratos comprende 4 grupos GalNAc y se designa "GalNAc4". En la presente se
describen porciones especificas de agrupaciones de carbohidratos (que tienen grupos especificos de union,
ramificacion y conector conjugado) y se designan con un numero romano seguido del subindice "a". Por
consiguiente "GalNAc3-12" se refiere a una porcion de la agrupacion de carbohidratos especifica de un grupo
conjugado que tiene 3 grupos GalNAc y grupos de unién, ramificacion y enlace especificamente identificados. Dicho
fragmento de agrupacion de carbohidratos se une a un compuesto oligomérico a través de una fraccion escindible,
como un enlace escindible o un nucleésido escindible.

"Compuesto conjugado” significa cualquier atomo, grupo de atomos o grupo de atomos enlazados
adecuado para usar como grupo conjugado. En ciertas realizaciones, los compuestos conjugados pueden poseer o
impartir una o mas propiedades, que incluyen, pero no se limitan a, propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas, de unién, absorcion, distribucion celular, captacion celular, carga y/o depuracion.

"Nucleobases contiguas" significa nucleobases inmediatamente adyacentes entre si.

“Nucledsido de etilo restringido” o “cEt” significa un nucledsido que comprende una fraccion de azucar
biciclico que comprende aun puente 4'-CH(CHz3)-O-2".

"Desoxinucledsido" significa un nucledsido que comprende la fraccion de azicar furanosilo 2'-H, como se

encuentra en los desoxirribonucledsidos (ADN) de origen natural. En ciertas realizaciones, un 2'-desoxinucleésido
puede comprender una nucleobase modificada o puede comprender una nucleobase de ARN (por ejemplo, uracilo).
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"Disefiar" o "disefiado para" se refiere al proceso de disefiar un compuesto oligomérico que hibrida
especificamente con una molécula de &cido nucleico seleccionada.

"Modificado de manera diferente" significa modificaciones quimicas o sustituyentes quimicos que son
diferentes entre si, incluyendo la ausencia de modificaciones. Asi, por ejemplo, un nucledsido MOE y un nucleésido
de ADN no modificado estan "modificados de manera diferente", incluso aunque el nucledsido de ADN no esté
modificado. De igual manera, el ADN y el ARN estan "modificados de manera diferente", a pesar de que ambos son
nucledsidos no modificados de origen natural. Los nucledsidos que son iguales pero que comprenden nucleobases
diferentes no estan modificados de manera diferente. Por ejemplo, un nucledsido que comprende un azucar
modificado con 2'-OMe y una nucleobase de adenina no modificada y un nucledsido que comprende un azucar
modificado con 2'-OMe y una nucleobase de timina no modificada no estan modificados de manera diferente.

"Diluyente" significa un ingrediente en una composicién que carece de actividad farmacolégica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, en los farmacos que se inyectan, el diluyente puede ser
liquido, por ejemplo, solucién salina.

"Dosis" significa una cantidad especifica de un agente farmacéutico proporcionado en una Unica
administracion, o en un periodo de tiempo especifico. En ciertas realizaciones, una dosis puede administrarse en
uno, dos o mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, en las que se desea la
administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen no facilmente acomodado por una Unica
inyeccién, por lo tanto, pueden usarse dos 0 mas inyecciones para lograr la dosis deseada. En ciertas realizaciones,
el agente farmacéutico se administra por infusién durante un periodo de tiempo prolongado o de forma continua. Las
dosis pueden indicarse como la cantidad de agente farmacéutico por hora, dia, semana o mes.

"Cadena doble" se refiere a dos compuestos oligoméricos separados que se hibridan entre si. Dichos
compuestos de cadena doble pueden tener uno o mas nucledsidos no hibridantes en uno o ambos extremos de una
0 ambas cadenas (voladizos) y/o uno o mas nucledsidos no hibridantes internos (malapareamientos) siempre que
haya suficiente complementariedad para mantener la hibridacion bajo condiciones fisiolégicamente relevantes.

"Sentido descendente" se refiere a la direccion relativa hacia el extremo 3' o el extremo C terminal de un
acido nucleico.

"Cantidad eficaz" significa la cantidad de agente farmacéutico activo suficiente para efectuar un resultado
fisiologico deseado en un individuo con necesidad del agente. La cantidad eficaz puede variar entre las personas
dependiendo de la salud y la condicién fisica de la persona a tratar, el grupo taxonémico de los individuos a tratar, la
formulacion de la composicion, la evaluacion de la condicion médica del individuo, y otros factores relevantes.

"Cantidad eficaz" en el contexto de la modulacién de una actividad o de tratar o prevenir una afeccion
significa la administracién de esa cantidad de agente farmacéutico a un sujeto con necesidad de dicha modulacion,
tratamiento o profilaxis, ya sea en una dosis Unica o como parte de una serie, que es eficaz para la modulacion de
ese efecto, o para el tratamiento o la profilaxis o la mejora de esa afeccion. La cantidad eficaz puede variar entre los
individuos dependiendo de la salud y la condicién fisica del individuo a tratar, el grupo taxondmico de los individuos a
tratar, la formulacién de la composicion, la evaluacion de la condicion médica del individuo y otros factores
relevantes.

"Eficacia” significa la capacidad de producir un efecto deseado.

"Esencialmente sin cambios" significa poco o ningln cambio en un parametro particular, particularmente
con respecto a otro pardmetro que cambia mucho més. En ciertas realizaciones, un parametro esencialmente no
cambia cuando cambia menos del 5%. En ciertas realizaciones, un parametro esencialmente no cambia si cambia
menos de dos veces mientras que otro parametro cambia por lo menos diez veces. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, una actividad antisentido es un cambio en la cantidad de un &cido nucleico objetivo. En ciertas de
tales realizaciones, la cantidad de un acido nucleico no objetivo esencialmente no cambia si cambia mucho menos
que lo que lo hace el acido nucleico objetivo, pero el cambio no necesita ser cero.

"Expresion" significa el proceso por el cual un gen finalmente resulta en una proteina. La expresion incluye,
pero no se limita a, transcripcién, modificacién postranscripcional (por ejemplo, corte y empalme, poliadenilacion,
adicion de tapa 5') y traduccion.

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

"Furanosilo" significa una estructura que comprende un anillo de 5 miembros que comprende cuatro atomos
de carbono y un a&tomo de oxigeno.
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"Gapmer" significa un compuesto antisentido quimérico en el que una region interna que tiene una
pluralidad de nucle6sidos que soportan la escisién de RNasa H se coloca entre regiones externas que tienen uno o
mas nucleoésidos, en donde los nucledsidos que comprenden la region interna son quimicamente distintos del
nucleésido o nucledsidos que comprenden las regiones externas. La region interna puede denominarse "hueco" y las
regiones externas pueden denominarse "alas".

"Receptor de hormona del crecimiento (GHR)" significa cualquier acido nucleico o proteina de GHR. "Acido
nucleico de GHR" significa cualquier acido nucleico que codifica GHR. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un
acido nucleico de GHR incluye una secuencia de ADN que codifica GHR, una secuencia de ARN transcrita a partir
de ADN que codifica GHR (incluyendo el ADN gendmico que comprende intrones y exones), que incluye una
secuencia de ARN no codificante de proteinas (es decir, no codificante) , y una secuencia de ARNm que codifica
GHR. “ARNm de GHR” significa un ARNm que codifica una proteina de GHR.

"Inhibidor especifico de GHR" se refiere a cualquier agente capaz de inhibir especificamente la expresion o
actividad de ARN de GHR y/o proteina de GHR a nivel molecular. Por ejemplo, los inhibidores especificos de GHR
incluyen acidos nucleicos (incluyendo compuestos antisentido), péptidos, anticuerpos, moléculas pequefas y otros
agentes capaces de inhibir la expresién de ARN de GHR y/o proteina de GHR.

"Halo" y "halégeno" significan un atomo seleccionado de fluor, cloro, bromo y yodo.

"Heteroarilo" y "heteroaromatico" significan un radical que comprende un anillo aromatico mono- o
policiclico, un sistema de anillo o un sistema de anillo fusionado en el que por lo menos uno de los anillos es
aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. También se pretende que heteroarilo incluya sistemas de anillos
fusionados que incluyen sistemas en los que uno o0 mas de los anillos fusionados no contienen heteroatomos. Los
grupos heteroarilo tipicamente incluyen un atomo de anillo seleccionado de azufre, nitrégeno u oxigeno. Ejemplos de
grupos heteroarilo incluyen, sin limitacién, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, isoxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo,
benzoxazolilo, quinoxalinilo y similares. Los radicales heteroarilo pueden unirse a una molécula original directamente
0 a través de una fraccion de enlace, como un grupo alifatico o un heteroatomo. Los grupos heteroarilo como se
usan en la presente pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

"Hibridacién" significa el alineamiento de moléculas de acido nucleico complementarias. En ciertas
realizaciones, las moléculas de &acido nucleico complementarias incluyen, pero no estan limitadas a, un compuesto
antisentido y un objetivo de &cido nucleico. En ciertas realizaciones, las moléculas de &cido nucleico
complementarias incluyen, pero no estan limitadas a, un oligonucleétido antisentido y un objetivo de acido nucleico.

"Identificar un animal que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad, trastorno y/o afeccion" significa
identificar un animal que ha sido diagnosticado con la enfermedad, trastorno y/o afeccion o identificar un animal
predispuesto a desarrollar la enfermedad, trastorno y/o afeccién. Dicha identificacién puede lograrse mediante
cualquier método, incluyendo la evaluacion del historial médico de un individuo y pruebas o evaluaciones clinicas
estandar.

"Inmediatamente adyacente" significa que no hay elementos intermedios entre los elementos adyacentes
inmediatos.

"Individuo" significa un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento o terapia.

"Inhibir la expresion o actividad" se refiere a una reduccion, bloqueo de la expresién o actividad y no indica
necesariamente una eliminacion total de la expresién o actividad.

"Enlace internucleosidico” se refiere al enlace quimico entre nucledsidos.

"Grupo de enlace neutro internucleosidico” significa un grupo de enlace neutro que une directamente dos
nucleésidos.

"Grupo de enlace de fosforo internucleosidico” significa un grupo de enlace de fosforo que une
directamente dos nucledsidos.

Los oligonucledtidos antisentido "alargados" son aquellos que tienen uno o mas nucledsidos adicionales
con respecto a un oligonucleétido antisentido divulgado en la presente.

"Motivo de enlace" significa un patron de modificaciones de enlace en un oligonucleétido o region del
mismo. Los nucledsidos de dicho oligonucledtido pueden estar modificados o no modificados. A menos que se
indique lo contrario, los motivos que en la presente describen solo enlaces se pretende que sean motivos de enlace.
Por tanto, en tales casos, los nucledsidos no estan limitados.
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"Desoxinucledsido enlazado” significa una base de &cido nucleico (A, G, C, T, U) sustituida por
desoxirribosa enlazada por un éster de fosfato para formar un nucleoétido.

"Nucleoésidos enlazado" significa nucledsidos adyacentes enlazados entre si por un enlace
internucleosidico.

"Ncleosido de 4cido nucleico bloqueado” o "LNA" "Acido nucleico bloqueado” o "LNA" o "nucleésidos de
LNA" significa monémeros de acido nucleico que tienen un puente que conecta dos atomos de carbono entre la
posicion 4' y 2' de la unidad de azucar nucleosido, formando de este modo un azucar biciclico. Los ejemplos de
dicho azucar biciclico incluyen, pero no estan limitados a, A) a-L-metilenoxi (4'-CH2-O-2") LNA, (B) B-D-metileneoxi
(4'-CH2-O-2') LNA, (C) Etileneoxi (4'-(CH2)2-O-2') LNA, (D) Aminooxi (4'-CH2-ON(R)-2') LNA y (E) Oxiamino (4'-CH2-
N(R)-O-2') LNA, como se muestra a continuacion.

o\? Bx E OB 0. Bx g?}ifo g
% T
~0 4 I R
“in, L YR
A) (B) ©)

( (D) (E)

Como se usa en la presente, los compuestos de LNA incluyen, pero no se limitan a, compuestos que tienen
por lo menos un puente entre la posicién 4' y 2' del azdcar en donde cada uno de los puentes comprende
independientemente 1 o de 2 a 4 grupos enlazados seleccionados independientemente de -[C(R1)(R2)]-, -
C(R1)=C(R2)-, -C(R1)=N-, -C(=NR1)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -Si(R1)2-, -S(=0)xy -N(R1)-; en donde: xes 0, 1 0 2; nes
1, 2, 3 0 4; cada R1 y Rz es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C1-C12, alquilo C1-C12
sustituido, alquenilo C2-Ci12, alquenilo C2-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C12 sustituido, arilo Cs-Czo, arilo
Cs-C20 sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical
aliciclico Cs-C7, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ1, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) y sulfoxilo (S(=0)-J1); y cada J1 y J2 es, independientemente, H, alquilo C1-Ciz,
alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-C12, alquenilo Cz-Ci2 sustituido, alquinilo C2-Ci12, alquinilo C2-C12 sustituido,
arilo Cs-Czo, arilo Cs-Czo sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo
sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12 sustituido o un grupo protector.

Los ejemplos de grupos puente 4'-2' incluidos en la definicion de LNA incluyen, pero no estan limitados a,
una de las férmulas: -[C(R1)(Rz2)]n-, -[C(R1)(R2)]n-O-, -C(R1R2)-N(R1)-O- 0 -C(R1R2)-O-N(R1)-.. Ademas, otros grupos
puente incluidos en la definicion de LNA son los puentes 4'-CH2-2',4'-(CH2)2-2',4'-(CH2)3-2',4'-CH2-0O-2',4'-(CH2)2-O-
2',4'-CH2-O-N(R1)-2' y 4-CH2-N(R1)-O-2"-, en donde cada R1 y Rz es, independientemente, H, un grupo protector o
alquilo C1-Ciz.

También se incluyen dentro de la definicién de LNA de acuerdo con la invencion los LNA en los que el
grupo 2'-hidroxilo del anillo de azlcar de ribosilo esta conectado al atomo de carbono 4' del anillo de azicar,
formando de este modo un puente metileneoxi (4'-CH2-O-2") para formar la fraccion de azlcar biciclico. El puente
también puede ser un grupo metileno (-CH2-) que conecta el atomo de oxigeno 2'y el atomo de carbono 4', para lo
cual se usa el término metileneoxi (4'-CH2-0O-2') LNA. Ademas; en el caso de la fraccion de azucar biciclico que tiene
un grupo etileno puente en esta posicién, se usa el término etilenoxi (4'-CH2CH2-O-2") LNA. El a-L-metileneoxi (4'-
CH2-0-2'), un isémero de metileneoxi (4'-CH2-O-2') LNA también esta incluido en la definicion de LNA, como se usa
en la presente.

"Trastorno metabolico" significa una enfermedad o afeccidon caracterizada principalmente por la
desregulacion del metabolismo, el complejo conjunto de reacciones quimicas asociadas con la descomposicién de
los alimentos para producir energia.

"Malapareamiento" o "nucleobase no complementaria” se refiere al caso cuando una nucleobase de un
primer &cido nucleico no es capaz de aparearse con la nucleobase correspondiente de un segundo acido nucleico u
objetivo.

"Carbohidrato modificado” significa cualquier carbohidrato que tenga una o mas modificaciones quimicas
con respecto a los carbohidratos naturales.

"Enlace internucleosidico modificado" se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace
internucleosidico natural (es decir, un enlace internucleosidico fosfodiéster).
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"Nucleobase modificada” significa cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina o
uracilo. Una "nucleobase no modificada" significa las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de
pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

"Nucleoésido modificado" significa un nucleésido que tiene, independientemente, una fraccion de azucar
modificado y/o una nucleobase modificada.

"Nucleétido modificado" significa un nucleétido que tiene, independientemente, una fraccion de azucar
modificado, enlace internucleosidico modificado o nucleobase modificada.

"Oligonucledtido modificado" significa un oligonucleétido que comprende por lo menos un enlace
internucleosidico modificado, un aztcar modificado y/o una nucleobase modificada.

"Azlcar modificado" significa sustitucion y/o cualquier cambio de una fraccién de azlcar natural. "Fraccién
de azucar modificado" significa una fracciéon de azlcar sustituido o un sustituto de azucar.

"Modulacion" se refiere a cambiar o ajustar una caracteristica en una célula, tejido, érgano u organismo. Por
ejemplo, la modulacién del ARNm de GHR puede significar aumentar o disminuir el nivel de ARNm de GHR y/o
proteina de GHR en una célula, tejido, érgano u organismo. Un "modulador” efectia el cambio en la célula, tejido,
6rgano u organismo. Por ejemplo, un compuesto antisentido de GHR puede ser un modulador que disminuye la
cantidad de ARNm de GHR y/o proteina de GHR en una célula, tejido, 6rgano u organismo.

"MOE" significa -OCH2CH20OCHa.

"Mondmero" se refiere a una sola unidad de un oligbmero. Los mondmeros incluyen, pero no se limitan a,
nucleédsidos y nucleétidos, ya sean de origen natural o modificados.

Se entiende que "sistema de anillos mono o policiclico" incluye todos los sistemas de anillo seleccionados
de sistemas de anillo de radicales simples o policiclicos en donde los anillos estan fusionados o enlazados y se
entiende que incluye sistemas de anillo simples y mixtos seleccionados individualmente de alifatico, aliciclico, arilo,
heteroarilo, aralquilo, arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico y heteroarilalquilo. Dichas estructuras
mono y policiclicas pueden contener anillos que tienen cada uno el mismo nivel de saturacion o cada uno,
independientemente, tienen varios grados de saturacion, incluyendo completamente saturado, parcialmente saturado
o completamente insaturado. Cada anillo puede comprender a&tomos del anillo seleccionados de C, N, O y S para dar
lugar a anillos heterociclicos, asi como a anillos que comprenden solo a&tomos en el anillo C que pueden estar
presentes en un motivo mixto, como por ejemplo bencimidazol, en donde un anillo tiene solo atomos en el anillo de
carbono y el anillo fusionado tiene dos atomos de nitrégeno. El sistema de anillos mono o policiclico puede
sustituirse adicionalmente con grupos sustituyentes como, por ejemplo, ftalimida que tiene dos grupos =0 unidos a
uno de los anillos. Los sistemas de anillos mono o policiclicos pueden unirse a las moléculas originales usando
varias estrategias, como directamente a través de un atomo del anillo, fusionarse a través de multiples atomos del
anillo, a través de un grupo sustituyente o a través de una fraccion de enlace bifuncional.

"Motivo" significa el patrén de nucledsidos no modificados y modificados en un compuesto antisentido.

"Fraccion de azlcar natural" significa una fraccion de azucar encontrada en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).
"Fraccion de azlcar de origen natural" significa un ribofuranosilo como se encuentra en el ARN natural o un
desoxirribofuranosilo que se encuentra en ADN de origen natural.

"Enlace internucleosidico de origen natural” significa un enlace fosfodiéster de 3'a 5.

"Grupo de enlace neutro" significa un grupo de enlace que no esta cargado. Los grupos de enlace neutro
incluyen, sin limitacién, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (-CH2-N CHs)-O-), amida-3 (-CH2-C(=0)-N(H)-), amida-4
(-CH2-N(H)-C(=0)-), formacetal (-O-CH2-O-) y tioformacetal (-S-CH2-O-). Otros grupos de enlace neutros incluyen
enlaces no iénicos que comprenden siloxano (dialquilsiloxano), éster de carboxilato, carboxamida, sulfuro, éster de
sulfonato y amidas (ver, por ejemplo: Carbohydrate Modifications in Antisense Research; Y.S. Sanghvi and P.D.
Cook Eds. ACS Symposium Series 580; Capitulos 3 y 4, (pags. 40-65)). Grupos de enlace neutros adicionales
incluyen enlaces no i6nicos que comprenden partes componentes mixtas de N, O, Sy CHe.

"Nucleobase no complementaria” se refiere a un par de nucleobases que no forman enlaces de hidrégeno
entre si 0 que soportan de otro modo la hibridacion.

"Grupo de enlace neutro no internucleosidico” significa un grupo de enlace neutro que no enlaza
directamente dos nucledsidos. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace neutro no internucleosidico enlaza un
nucleésido a un grupo distinto de un nucledsido. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace neutro no
internucleosidico enlaza dos grupos, ninguno de los cuales es un nucleésido.
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"Grupo de enlace de fésforo no internucleosidico” significa un grupo de enlace de fésforo que no enlaza
directamente dos nucledsidos. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace de fosforo no internucleosidico enlaza un
nucleésido a un grupo distinto de un nucleodsido. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace de fésforo no
internucleosidico enlaza dos grupos, ninguno de los cuales es un nucleosido.

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucledtidos monoméricos. Un acido nucleico
incluye, pero no se limita a, acidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos de
cadena sencilla y &cidos nucleicos de cadena doble.

"Nucleobase" significa una fraccién heterociclico capaz de aparearse con una base de otro acido nucleico.

"Complementariedad de nucleobase" o "complementariedad" cuando se refiere a nucleobases significa una
nucleobase que es capaz de aparearse por bases con otra nucleobase. Por ejemplo, en el ADN, la adenina (A) es
complementaria a la timina (T). Por ejemplo, en el ARN, la adenina (A) es complementaria al uracilo (U). En ciertas
realizaciones, nucleobase complementaria significa una nucleobase de un compuesto antisentido que es capaz de
aparearse por bases con una nucleobase de su acido nucleico objetivo. Por ejemplo, si una nucleobase en una
determinada posicién de un compuesto antisentido es capaz de unirse por hidrégeno con una nucleobase en una
determinada posicion de un acido nucleico objetivo, entonces la posicion del enlace de hidrégeno entre el
oligonucledtido y el &cido nucleico objetivo se considera complementaria en ese par de nucleobases. Las
nucleobases que comprenden ciertas modificaciones pueden mantener la capacidad de emparejarse con una
nucleobase equivalente y, por lo tanto, todavia son capaces de complementariedad de nucleobases.

"Motivo de modificacion de la nucleobase" significa un patrén de modificaciones a las nucleobases a lo
largo de un oligonucleé6tido. A menos que se indique lo contrario, un motivo de modificacion de nucleobases es
independiente de la secuencia de nucleobases.

"Secuencia de nucleobases" significa el orden de nucleobases contiguas independientes de cualquier
azucar, enlace y/o modificacién de nucleobases.

"Nucleosido" significa un compuesto que comprende una fraccién de nucleobase y una fraccion de azlcar.
Los nucleédsidos incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos de origen natural (como se encuentran en el ADN y el
ARN) y nucleésidos modificados. Los nucledsidos pueden estar enlazados a una fraccion de fosfato.

"Mimético de nucleésido" incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el azdcar o el azucar y la
base y no necesariamente el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico como por ejemplo
miméticos de nucledsidos que tienen miméticos de azlcar de morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo,
biciclo o triciclo, por ejemplo, unidades de azlcar no de furanosa. El mimético de nucleétido incluye aquellas
estructuras usadas para reemplazar el nucleésido y el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico
como, por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos o morfolinos (morfolinos unidos por -N(H)-C(=0)-O- u otro enlace no
fosfodiéster). El sustituto del azucar se superpone con el mimético de nucledsido de término ligeramente mas
amplio, pero se pretende que indique el reemplazo de la unidad de azucar (anillo de furanosa) solamente. Los anillos
de tetrahidropiranilo proporcionados en la presente son ilustrativos de un ejemplo de un sustituto de azucar en el que
el grupo de azucar de furanosa se ha reemplazado con un sistema de anillos de tetrahidropiranilo. "Mimético" se
refiere a grupos que estan sustituidos por un azucar, una nucleobase y/o un enlace internucleosidico. En general, se
usa un mimético en lugar del azlicar o la combinacién de enlace de azlcar-internucleosido, y la nucleobase se
mantiene para la hibridacién con un objetivo seleccionado.

"Motivo de nucledsido" significa un patrén de modificaciones de nucleésidos en un oligonucleétido o una
region del mismo. Los enlaces de dicho oligonucleétido pueden modificarse o no modificarse. A menos que se
indique lo contrario, los motivos que describen en la presente solo nucledsidos se pretende que sean motivos de
nucleésidos. Por tanto, en tales casos, los enlaces no estan limitados.

"Nucleoétido" significa un nucleésido que tiene un grupo fosfato enlazado covalentemente a la porcion de
azUlcar del nucleédsido.

El "efecto fuera de objetivo" se refiere a un efecto biolégico no deseado o nocivo asociado con la
modulacion de la expresion de ARN o proteina de un gen que no sea el &cido nucleico objetivo pretendido.

"Compuesto oligomérico" significa una estructura polimérica que comprende dos 0 mas subestructuras. En
ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, un
compuesto oligomérico comprende uno o mas grupos conjugados y/o grupos terminales. En ciertas realizaciones, un
compuesto oligomérico consiste de un oligonucleétido. Los compuestos oligoméricos también incluyen acidos
nucleicos de origen natural. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende una estructura principal
de una o mas subunidades monoméricas enlazadas donde cada subunidad monomérica enlazada esta unida directa
o indirectamente a una fraccién de base heterociclica. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos
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también pueden incluir subunidades monoméricas que no estan enlazadas a una fraccién de base heterociclica,
proporcionando de este modo sitios abéasicos. En ciertas realizaciones, los enlaces que unen las subunidades
monomeéricas, las fracciones o sustitutos de azlcar y las fracciones de base heterociclica pueden modificarse
independientemente. En ciertas realizaciones, la unidad de azucar de enlace, que puede incluir o no una base
heterociclica, puede estar sustituida con un mimético como los monémeros en acidos nucleicos peptidicos.

"Oligonucledsido” significa un oligonucledtido en el que los enlaces internucleosidicos no contienen un
atomo de fésforo.

"Oligonucledtido" significa un polimero de nucleésidos enlazados, cada uno de los cuales puede
modificarse o no modificarse, independientemente uno del otro.

"Administracion parenteral" significa administracion por inyeccién o infusion. La administracién parenteral
incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular, administracion
intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo, administracién intratecal o
intracerebroventricular.

"Péptido” significa un molecular formado enlazando por lo menos dos aminoacidos por enlaces amida. Sin
limitacion, como se usa en la presente, péptido se refiere a polipéptidos y proteinas.

"Agente farmacéutico" significa una sustancia que proporciona un beneficio terapéutico cuando se
administra a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido conjugado dirigido a
GHR es un agente farmacéutico.

"Composicién farmacéutica” significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo.
Por ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agentes farmacéuticos activos y una
solucién acuosa estéril.

"Sales farmacéuticamente aceptables" significa sales fisiolégica y farmacéuticamente aceptables de
compuestos antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido original y no
imparten efectos toxicolégicos no deseados a los mismos.

"Grupo de enlace de fésforo" significa un grupo de enlace que comprende un atomo de fésforo. Los grupos
de enlace de fésforo incluyen, sin limitacion, grupos que tienen la férmula:

en donde:

Ray Rd son cada uno, independientemente, O, S, CH2, NH, o NJ1 en donde J1 es alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cs
sustituido;

RhesOo0S;

Rc es OH, SH, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Ce sustituido, alcoxi C1-Cs, alcoxi C1-Cs sustituido, amino o amino
sustituido; y

JiesRoesOo0S.

Los grupos de enlace de fésforo incluyen, sin limitacion, fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato,
fosfonato, fosforamidato, fosforotioamidato, tioalalquilfosfonato, fosfotriésteres, tioalalquilfosfotriéster vy
boranofosfato.

"Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucledsidos donde el enlace de fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno que no forman puentes con un atomo de azufre. Un enlace de
fosforotioato es un enlace internucleosidico modificado.

"Porcién” significa un nimero definido de nucleobases contiguas (es decir, enlazadas) de un acido nucleico.

En ciertas realizaciones, una porcion es un numero definido de nucleobases contiguas de un acido nucleico objetivo.
En ciertas realizaciones, una porcién es un nimero definido de nucleobases contiguas de un compuesto antisentido.
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"Prevenir" se refiere a retrasar o impedir el inicio, desarrollo o progresion de una enfermedad, trastorno o
afeccion durante un periodo de tiempo de minutos a indefinidamente. Prevenir también significa reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad, trastorno o afeccién.

"Profarmaco” significa una forma inactiva o menos activa de un compuesto que, cuando se administra a un
sujeto, se metaboliza para formar el compuesto activo o0 mas activo (por ejemplo, farmaco).

"Cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un agente farmacéutico que proporciona un
beneficio profilactico o preventivo a un animal.

"Grupo protector" significa cualquier compuesto o grupo protector conocido por los expertos en la técnica.
Ejemplos no limitativos de grupos protectores pueden encontrarse en "Protective Groups in Organic Chemistry", T.
W. Greene, P. G. M. Wuts, ISBN 0-471-62301-6, John Wiley & Sons, Inc, Nueva York.

"Region" se define como una porcion del acido nucleico objetivo que tiene por lo menos una estructura,
funcion o caracteristica identificable.

"Ribonucleétido" significa un nucleétido que tiene un hidroxi en la posicion 2' de la porciéon de azucar del
nucleétido. Los ribonucleétidos pueden modificarse con cualquiera de una variedad de sustituyentes.

"Compuesto antisentido a base de RISC" significa un compuesto antisentido en el que por lo menos parte
de la actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible al Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN
(RISC).

"Compuesto antisentido a base de RNasa H" significa un compuesto antisentido en el que por lo menos
parte de la actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible a la hibridacion del compuesto antisentido
con un &cido nucleico objetivo y la posterior escisién del acido nucleico objetivo por la RNasa H.

"Sales" significa una sal fisiolégica y farmacéuticamente aceptable de compuestos antisentido, es decir,
sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido original y no imparten efectos toxicolégicos no
deseados al mismo.

Los "segmentos” se definen como porciones méas pequefias pequenas o sub-porciones de regiones dentro
de un acido nucleico objetivo.

"Regiones separadas" significa porciones de un oligonucleétido en las que las modificaciones quimicas o el
motivo de las modificaciones quimicas de cualquier porcién colindante incluyen por lo menos una diferencia para
permitir que las regiones separadas se distingan entre si.

"Motivo de secuencia” significa un patron de nucleobases dispuestas a lo largo de un oligonucleétido o una
porcién del mismo. A menos que se indique lo contrario, un motivo de secuencia es independiente de las
modificaciones quimicas y, por tanto, puede tener cualquier combinacion de modificaciones quimicas, incluyendo
ninguna modificacion quimica.

"Efectos secundarios" significa enfermedad y/o afecciones fisiologicas atribuibles a un tratamiento distintas
de los efectos deseados. En ciertas realizaciones, los efectos secundarios incluyen reacciones en el sitio de
inyeccién, anomalias en las pruebas de funcion hepatica, anomalias en la funcién renal, toxicidad hepatica, toxicidad
renal, anomalias en el sistema nervioso central, miopatias y malestar general. Por ejemplo, los niveles de
aminotransferasa aumentados en suero puede indicar toxicidad hepatica o anomalia de la funcion hepatica. Por
ejemplo, la bilirrubina aumentada puede indicar toxicidad hepatica o anomali de la funcién hepatica.

"De cadena sencilla" significa un compuesto oligomérico que no hibrida con su complemento y que carece
de suficiente autocomplementariedad para formar un auto-duplex estable.

"Sitios", como se usan en la presente, se definen como posiciones Unicas de nucleobases dentro de un
acido nucleico objetivo.

"Retrasa la progresion” significa disminucién en el desarrollo de dicha enfermedad.

"Especificamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad entre un oligonucleétido antisentido y un acido nucleico objetivo para inducir un efecto deseado,
a la vez que muestra efectos minimos o ninguno sobre los acidos nucleicos no objetivo en condiciones en las que se
desea una union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos
terapéuticos.
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"Condiciones de hibridacion rigurosas" o "condiciones rigurosas” se refieren a condiciones en las que un
compuesto oligomérico hibridara con su secuencia objetivo, pero con un nimero minimo de otras secuencias.

"Sujeto" significa un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento o terapia.

"Sustituyente" y "grupo sustituyente" significa un atomo o grupo que reemplaza el atomo o grupo de un
compuesto original nombrado. Por ejemplo, un sustituyente de un nucledsido modificado es cualquier &tomo o grupo
que difiere del atomo o grupo encontrado en un nucledsido de origen natural (por ejemplo, un sustituyente 2'
modificado es cualquier atomo o grupo en la posicion 2' de un nucleésido distinto de H u OH). Los grupos
sustituyentes pueden estar protegidos o no protegidos. En ciertas realizaciones, los compuestos de la presente
divulgacion tienen sustituyentes en una o en mas de una posiciéon del compuesto original. Los sustituyentes también
pueden estar sustituidos adicionalmente con otros grupos sustituyentes y pueden estar unidos directamente o
mediante un grupo de enlace como un grupo alquilo o hidrocarbilo a un compuesto original.

De igual manera, como se usa en la presente, "sustituyente" en referencia a un grupo funcional quimico
significa un 4&tomo o grupo de atomos que difiere del &tomo o un grupo de atomos normalmente presente en el grupo
funcional nombrado. En ciertas realizaciones, un sustituyente reemplaza un atomo de hidrégeno del grupo funcional
(por ejemplo, en ciertas realizaciones, el sustituyente de un grupo metilo sustituido es un atomo o grupo distinto del
hidrégeno que reemplaza uno de los atomos de hidrégeno de un grupo metilo no sustituido). A menos que se indique
lo contrario, los grupos susceptibles de uso como sustituyentes incluyen, sin limitacion, halégeno, hidroxilo, alquilo,
alquenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa), carboxilo (-C(O)O-Raa), grupos alifaticos, grupos aliciclicos, alcoxi, oxi sustituido
(-ORaa), arilo, aralquilo, radical heterociclico, heteroarilo, heteroarilalquilo, amino (-N(Rob)(Rcc)), imino(=NRuwb), amido
(-C(O)N(Rob)(Rec) 0 -N(Rbb)C(O)Raa), azido (-Ns), nitro (-NO2), ciano (-CN), carbamido (-OC(O)N(Rbb)(Rec) 0 -
N(Rob)C(O)ORaa), ureido  (-N(Rob)C(O)N(Rob)(Rec)),  tioureido  (-N(Rbb)C(S)N(Rbb)-  (Rec)),  guanidinilo (-
N(Rob)C(=NRob)N(Rob) (Rec)), amidinilo (-C(=NRbb)N(Rbb)(Recc) 0 tiol (-SReb), sulfinilo (-S(O)Rub), sulfonilo (-S(O)2Rwb) y
sulfonamidilo (-S(O)2N(Rbb)(Rec) or -N(Rew)S- (O)2Rbb). En donde cada Raa, Rob ¥ Rec €s, independientemente, H, un
grupo funcional quimico opcionalmente enlazado o un grupo sustituyente adicional con una lista preferida que
incluye, sin limitacién, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo, aralquilo, heteroarilo, aliciclico,
heterociclico y heteroarilalquilo. Los sustituyentes seleccionados dentro de los compuestos descritos en la presente
estan presentes en un grado recursivo.

"Fraccion de azucar sustituido" significa un furanosilo que no es una fraccién de azucar de origen natural.
Las fracciones de azucar sustituidos incluyen, pero no se limitan a furanosilos que comprenden sustituyentes en la
posicion 2', la posicion 3', la posiciéon 5' y/o la posicion 4'. Ciertas fracciones de azucar sustituido son fracciones de
azucar biciclico.

"Fraccion de azucar" significa una fraccién de azucar de origen natural o una fraccion de azicar modificada
de un nucleosido.

"Motivo de azucar" significa un patrén de modificaciones de azucar en un oligonucleétido o una regién del
mismo.

"Sustituto de azucar" significa una estructura que no comprende un furanosilo y que es capaz de
reemplazar la fraccién de azlcar de origen natural de un nucletsido, de tal manera que las subunidades de
nucleésidos resultantes son capaces de enlazarse entre si y/o enlazarse a otros nucledsidos para formar un
compuesto oligomérico que es capaz de hibridar con un compuesto oligomérico complementario. Tales estructuras
incluyen anillos que comprenden un ndmero diferente de atomos que el furanosilo (por ejemplo, anillos de 4, 6 0 7
miembros); reemplazo del oxigeno de un furanosilo con un atomo que no es de oxigeno (por ejemplo, carbono,
azufre o nitrégeno); o tanto un cambio en el numero de atomos como un reemplazo del oxigeno. Tales estructuras
también pueden comprender sustituciones correspondientes a las descritas para fracciones de azucar sustituido (por
ejemplo, sustitutos del azucar biciclico carbociclico de 6 miembros que opcionalmente comprenden sustituyentes
adicionales). Los sustitutos del azdcar también incluyen reemplazos de azicar mas complejos (por ejemplo, los
sistemas sin anillo del acido nucleico peptidico). Los sustitutos del azlcar incluyen, sin limitaciéon, morfolinos,
ciclohexenilos y ciclohexitoles.

"Objetivo" se refiere a una proteina, cuya modulacién se desea.
"Gen objetivo" se refiere a un gen que codifica un objetivo.

"Dirigir" o "dirigido" significa el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que hibridara
especificamente con un acido nucleico objetivo e inducira un efecto deseado.

“Acido nucleico objetivo”, “ARN objetivo”, “transcripcion de ARN objetivo” y “objetivo de acido nucleico”
significan todos un acido nucleico capaz de ser el objetivo de compuestos antisentido. "Acido nucleico objetivo"
significa una molécula de acido nucleico con la cual se pretende que hibride un compuesto antisentido para dar
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como resultado una actividad antisentido deseada. Los oligonucledtidos antisentido tienen suficiente
complementariedad con sus acidos nucleicos objetivo para permitir la hibridacion en condiciones fisiologicas.

"Region objetivo" significa una porcién de un acido nucleico objetivo a la que se dirigen uno o mas
compuestos antisentido.

"Segmento objetivo” significa la secuencia de nucledtidos de un &cido nucleico objetivo a la que se dirige un
compuesto antisentido. "Sitio objetivo 5' " se refiere al nucledtido mas 5' de un segmento objetivo. "Sitio objetivo 3'"
se refiere al nucle6tido méas 3' de un segmento objetivo.

"Grupo terminal” significa uno o mas atomos unidos a cualquiera, o0 ambos del extremo 3' 0 el extremo 5' de
un oligonucleoétido. En ciertas realizaciones, un grupo terminal es un grupo conjugado. En ciertas realizaciones, un
grupo terminal comprende uno o mas nucledsidos del grupo terminal.

"Enlace internucleosidico terminal" significa el enlace entre los dos Ultimos nucledsidos de un
oligonucledtido o region definida del mismo.

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

"El mismo tipo de modificaciones" se refiere a modificaciones que son iguales entre si, incluyendo la
ausencia de modificaciones. Asi, por ejemplo, dos nucleésidos de ADN no modificados tienen "el mismo tipo de
modificacién”, aunque el nucledsido de ADN no esté modificado. Dichos nucledsidos que tienen el mismo tipo de
modificacién pueden comprender diferentes nucleobases.

"Tratar" se refiere a administrar una composicion farmacéutica a un animal para realizar una alteraciéon o
mejora de una enfermedad, trastorno o afeccién en el animal. En ciertas realizaciones, pueden administrarse una o
mas composiciones farmacéuticas al animal.

"Tipo de modificacion" en referencia a un nucleésido o un nucledsido de un "tipo" significa la modificacién
quimica de un nucleésido e incluye nucledsidos modificados y no modificados. Por consiguiente, a menos que se
indique lo contrario, un "nucleésido que tiene una modificacion de un primer tipo" puede ser un nucleésido no
modificado.

Nucleobases "no modificadas" o "nucleobase de origen natural” significa las nucleobases heterociclicas de
origen natural de ARN o ADN: las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T),
citosina (C) (incluyendo 5 -metil C) y uracilo (U).

"Nucleotido no modificado" significa un nucleétido compuesto de nucleobases, fracciones de azlcar y
enlaces internucleosidicos de origen natural. En ciertas realizaciones, un nucle6tido no modificado es un nucleétido
de ARN (es decir, B-D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir, B-D-desoxirribonucledsido).

"Sentido ascendente" se refiere a la direccion relativa hacia el extremo 5' o el extremo N-terminal de un
acido nucleico.

"Segmento de ala" significa una pluralidad de nucledsidos modificados para impartir a un oligonucleétido
propiedades como actividad inhibidora mejorada, afinidad de unién aumentada por un acido nucleico objetivo o
resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo.

Ciertos casos de la divulgacion

Ciertos casos describen métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresion del receptor de la
hormona del crecimiento (GHR).

Ciertos casos proporcionan compuestos antisentido dirigidos a un &cido nucleico de GHR. En ciertos casos,
el acido nucleico de GHR tiene la secuencia expuesta en el N de registro GENBANK NM_000163.4 (incorporado en
la presente como SEQ ID NO: 1), el N° de registro GENBANK NT_006576.16 truncado de los nucleétidos 42411001
a 42714000 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 2), N® de registro GENBANK X06562.1 (incorporado en
la presente como SEQ ID NO: 3), N2 de registro GENBANK DR006395.1 (incorporado en la presente como SEQ ID
NO: 4), N? de registro GENBANK DB052048.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 5), N° de registro
GENBANK AF230800.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 6), el complemento del N® de registro
GENBANK AA398260.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 7), N? de registro GENBANK BC136496.1
(incorporado en la presente como SEQ ID NO: 8), N2 de registro GENBANK NM_001242399.2 (incorporado en la
presente como SEQ ID NO: 9), N¢ de registro GENBANK NM_001242400.2 (incorporado en la presente como SEQ
ID NO: 10), N° de registro GENBANK NM_001242401.3 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 11), N° de
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registro GENBANK NM_001242402.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 12), N® de registro GENBANK
NM_001242403.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 13), N? de registro GENBANK NM_001242404.2
(incorporado en la presente como SEQ ID NO: 14), N° de registro GENBANK NM_001242405.2 (incorporado en la
presente como SEQ ID NO: 15), N° de registro GENBANK NM_001242406.2 (incorporado en la presente como SEQ
ID NO: 16), N de registro GENBANK NM_001242460.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 17), registro
GENBANK NM_001242461.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 18), o N® de registro GENBANK
NM_001242462.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 19).

En ciertos casos, un compuesto comprende un compuesto antisentido u oligonucleétido y un grupo
conjugado, en donde el compuesto antisentido u oligonucleétido esta dirigido al intrén 2 de un &cido nucleico del
receptor de la hormona del crecimiento. En ciertos aspectos, los compuestos antisentido u oligonucleétidos se
dirigen dentro de los nucledtidos 145047-208139 (intron 2) de un acido nucleico del receptor de la hormona del
crecimiento que tiene la secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 2 (N° de acceso GENBANK NT_006576.16
truncado de los nucleétidos 42411001 a 42714000).

En ciertos casos, cualquiera de los compuestos u oligonucledtidos anteriores comprende por o menos un
enlace internucleosidico modificado, por lo menos un azdcar modificado y/o por lo menos una nucleobase
modificada.

En ciertos casos, cualquiera de los compuestos u oligonucleétidos anteriores comprende por lo menos un
azucar modificado. En ciertos aspectos, por lo menos un azicar modificado comprende un grupo 2'-O-metoxietilo.
En ciertos aspectos, por lo menos un azltcar modificado es un azucar biciclico, como un grupo 4'-CH(CH3)-0-2', un
grupo 4'-CH2-0-2' o un grupo 4'-(CH2) 2-0-2'".

En ciertos casos, el oligonucledtido modificado comprende por lo menos un enlace internucleosidico
modificado, como un enlace internucleosidico de fosforotioato.

En ciertos casos, cualquiera de los compuestos u oligonucleétidos anteriores comprende por lo menos una
nucleobase modificada, como una 5-metilcitosina.

En ciertos casos, cualquiera de los compuestos u oligonucleétidos anteriores comprende:

un segmento de hueco que consiste de desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste de nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste de nucledsidos enlazados;

en donde el segmento de hueco se coloca entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3'y en donde cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azlcar modificado.

Ciertos casos describen un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consiste de 10 a
30 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de nucleobases que comprende la secuencia enumerada en la
SEQ ID NO: 918, 479, 703, 1800, 1904, 2122, 2127 0 2194.

En ciertos casos, el oligonucle6tido modificado tiene una secuencia de nucleobases que comprende la
secuencia enumerada en las SEQ ID NO: 918, 479 o 703, en donde el oligonucleétido modificado comprende

un segmento de hueco que consiste de diez desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste de cinco nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste de cinco nucledsidos enlazados;

en donde el segmento de hueco se coloca entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en donde cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo; en donde cada enlace internucleosidico
es un enlace de fosforotioato y en donde cada citosina es una 5-metilcitosina.

En ciertos casos, el oligonucle6tido modificado tiene una secuencia de nucleobases que comprende la
secuencia enumerada en las SEQ ID NO: 1800, 1904, 2122, 2127 o 2194, en donde el oligonucleétido modificado
comprende nucledsidos que tienen una modificacion de azucar MOE, modificacién de azucar y (S)-cEt, o una
modificacién desoxi; en donde cada enlace internucleosidico es un enlace de fosforotioato; y en donde cada citosina
es una 5-metilcitosina.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleétido modificado de cadena sencilla y un grupo
conjugado, en donde el oligonucleétido modificado consiste de 20 nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de
nucleobases que comprende la secuencia enumerada en las SEQ ID NO: 918, 479 o 703, en donde el modificado
oligonucleotido comprende
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un segmento de hueco que consiste de diez desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste de cinco nucleésidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste de cinco nucledsidos enlazados;

en donde el segmento de hueco se coloca entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en donde cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2'-O-metoxietilo; en donde cada enlace internucleosidico
es un enlace de fosforotioato y en donde cada citosina es una 5-metilcitosina.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleétido modificado de cadena sencilla y un grupo
conjugado, en donde el oligonucleétido modificado consiste de 16 nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de
nucleobases que comprende la secuencia enumerada en las SEQ ID NO: 1800, 1904, 2122, 2127, 0 2194, en donde
el oligonucledtido modificado comprende nucledsidos que tienen o una modificacion de azicar MOE, una
modificacion de azicar (S)-cEt o una modificacion desoxi; en donde cada enlace internucleosidico es un enlace de
fosforotioato; y en donde cada citosina es una 5-metilcitosina.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleétido ISIS dirigido a GHR y un grupo conjugado.
Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un compuesto comprende ISIS 532401 y un grupo conjugado.

En cualquiera de los casos anteriores, el compuesto u oligonucleétido puede ser por lo menos un 80%, por
lo menos un 81%, por lo menos un 82%, por lo menos un 83%, por lo menos un 84%, por lo menos un 85%, por lo
menos un 86%, por lo menos un 87%, por lo menos un 88%, por lo menos un 89%, por lo menos un 90%, por lo
menos un 91%, por lo menos un 92%, por lo menos un 93%, por lo menos un 94%, por lo menos un 95%, por lo
menos un 96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% complementario con un
acido nucleico que codifica el receptor de la hormona del crecimiento.

En cualquiera de los casos anteriores, el &acido nucleico que codifica el receptor de la hormona del
crecimiento puede comprender la secuencia de nucle6tidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-19.

En cualquiera de los casos anteriores, el compuesto u oligonucleétido puede ser de cadena sencilla.
En cualquiera de los casos anteriores, el compuesto u oligonucleétido puede ser de cadena doble.

En ciertos casos, por lo menos un enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace
internucleosidico modificado.

En ciertos casos, por lo menos un enlace internucleosidico modificado del oligonucleétido modificado es un
enlace internucleosidico de fosforotioato.

En ciertos casos, el oligonucleétido modificado comprende por lo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 enlaces
internucleosidicos de fosfodiéster.

En ciertos casos, cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado se selecciona de un enlace
internucleosidico de fosfodiéster y un enlace internucleosidico de fosforotioato.

En ciertos casos, cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace de
fosforotioato.

En ciertos casos, por lo menos un nucledsido del oligonucleétido modificado comprende una nucleobase
modificada.

En ciertos casos, la nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.
En ciertos casos, el oligonucleo6tido modificado comprende por lo menos un azdcar modificado.
En ciertos casos, el azicar modificado es un azlcar 2’-modificado’, un BNA o un THP.

En ciertos casos, el azicar modificado es cualquiera de un 2'-O-metoxietilo, 2'-O-metilo, un etilo restringido,
un LNA o un 3'-fluoro-HNA.

En ciertos casos, el compuesto comprende por lo menos un nucleésido de 2'-O-metoxietilo, un nucleésido
de 2'-O-metilo, un nucleésido de etilo restringido, un nucleésido de LNA o un nucleésido de 3'-fluoro-HNA.

En ciertos casos, el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de hueco que consiste de 10 desoxinucledsidos enlazados;
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un segmento de ala 5' que consiste de 5 nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste de 5 nucledsidos enlazados;

en donde el segmento de hueco se coloca entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3'y en donde cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azicar modificado.

En ciertos casos, el oligonucledtido modificado consiste de 20 nucleésidos enlazados.
En ciertos casos, el oligonucledtido modificado consiste de 19 nucleésidos enlazados.
En ciertos casos, el oligonucleétido modificado consiste de 18 nucleodsidos enlazados.

Ciertos casos describen compuestos que consisten de un grupo conjugado y un oligonucleétido modificado
de acuerdo con la férmula siguiente: mCes mCes Aes mCes mCes Tds Tds Tds Gds Gds Gds Gds Tds Gds Ads
Ads Tes Aes Ges mCes Ae; donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucleésido modificado con 2'-O-metoxietilo,
d = un 2'-desoxinucleosido, y

s = un enlace internucleosidico de fosforotioato.

En ciertas realizaciones, un compuesto comprende un oligonucleétido ISIS dirigido a GHR conjugado con
GalNAc en el extremo 5'. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un compuesto comprende ISIS 532401 conjugado
con GalNAc en el extremo 5', como se define en las reivindicaciones. En realizaciones adicionales, el compuesto
tiene la siguiente estructura quimica que comprende o consiste de ISIS 532401 con 5'-X, en donde X es un grupo
conjugado que comprende GalNAc como se describe en la presente, como se define en las reivindicaciones:

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

en donde X es un grupo conjugado que comprende GalNAc.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc,
y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucleétido es un enlace de fosforotioato. En casos adicionales, un
compuesto que tiene la siguiente estructura quimica comprende o consiste de ISIS 719223 con un 5-X, en donde X
es un grupo conjugado que comprende GalNAc como se describe en la presente:
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En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc,
y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucledtido es un enlace de fosforotioato o un enlace de
fosfodiéster. En casos adicionales, un compuesto que tiene la siguiente estructura quimica comprende o consiste de
ISIS 719224 con un 5'-X, en donde X es un grupo conjugado que comprende GalNAc como se describe en la
presente:
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En ciertas realizaciones, un compuesto comprende un oligonucleétido ISIS dirigido a GHR conjugado con
GalNAc, y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucleétido es un enlace de fosforotioato o un enlace
fosfodiéster. En realizaciones adicionales, un compuesto que tiene la siguiente estructura quimica comprende o
consiste de ISIS 766720 con un 5'-X, en donde X es un grupo conjugado que comprende GalNAc como se describe
en la presente:
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En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc.
En tales casos adicionales, el compuesto comprende la secuencia de ISIS 532401 conjugada con GalNAc, y esta

representada por la siguiente estructura quimica:
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en donde R' es -OCH2CH20OCH3 (MOE) y R? es H; o R' y R? juntos forman un puente, en donde R' es -O-y R%es -
CHa-, -CH(CHs3)-, 0 -CH2CH2-, y R' y R? estan conectados directamente de tal manera que el puente resultante se
selecciona de: -O-CHz-, -O-CH(CHs)- y -O-CH2CHz-; y para cada par de R® y R* en el mismo anillo,
independientemente para cada anillo: cualquier R® se selecciona de H y -OCH2CH20CHs y R* es H; o R® y R* juntos
forman un puente, en donde R3® es -O-, y R* es -CHz-, -CH(CHs)-, o -CH2CHz- y R® y R* estan conectados
directamente de tal manera que el puente resultante se selecciona de: -O-CHz-, -O-CH(CHs)- y -O-CH2CHz-; y R®se
selecciona de Hy -CHs; y Z se selecciona de S- y O-.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia de
nucleobases de cualquiera de las SEQ ID NO descritas en la WO 2004/078922 y un grupo conjugado desctrito en la
presente. Las secuencias de nucleobases de todas las SEQ ID NO mencionadas anteriormente se incorporan en la
presente como referencia. Por ejemplo, un compuesto comprende un oligonucleétido divulgado en la WO
2004/078922 conjugado con GalNAc, y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucleétido es un enlace de
fosforotioato y tiene la siguiente estructura quimica:
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Por ejemplo, un compuesto comprende un oligonucleétido divulgado en la WO 2004/078922 conjugado con
GalNAc, y en donde cada enlace internucleosidico del compuesto de oligonucleétido es un enlace de fosforotioato o
un enlace de fosfodiéster, y tiene la siguiente estructura quimica:
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Ciertas realizaciones proporcionan una composicion que comprende el compuesto de cualquiera de las
realizaciones mencionadas anteriormente o una sal del mismo y por lo menos uno de un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. En ciertos aspectos, la composicion tiene una viscosidad inferior a aproximadamente
40 centipoise (cP), inferior a aproximadamente 30 centipose (cP), inferior a aproximadamente 20 centipose (cP),
inferior a aproximadamente 15 centipose (cP) o inferior a aproximadamente 10 centipose (cP). En ciertos aspectos,
la composicién que tiene cualquiera de las viscosidades mencionadas anteriormente comprende un compuesto
proporcionado en la presente a una concentracion de aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 125 mg/ml,
aproximadamente 150 mg/ml, aproximadamente 175 mg/ml, aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 225
mg/ml, aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente 275 mg/ml o aproximadamente 300 mg/ml. En ciertos
aspectos, la composicion que tiene cualquiera de las viscosidades y/o concentraciones de compuesto mencionadas
anteriormente tiene una temperatura de temperatura ambiento o aproximadamente 20° C, aproximadamente 21° C,
aproximadamente 22° C, aproximadamente 23° C, aproximadamente 24° C, aproximadamente 25° C,
aproximadamente 26° C, aproximadamente 27° C, aproximadamente 28° C, aproximadamente 29° C, o
aproximadamente 30° C.

Ciertos casos describen un método para tratar una enfermedad asociada con un exceso de hormona del
crecimiento en un humano que comprende administrar al humano una cantidad terapéuticamente eficaz del
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compuesto o composicion de cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, tratando de este modo la
enfermedad asociada con un exceso de hormona del crecimiento. En ciertos casos, la enfermedad asociada con el
exceso de hormona del crecimiento es la acromegalia. En ciertos aspectos, el tratamiento reduce los niveles de IGF-
1.

Ciertos casos describen un método para prevenir una enfermedad asociada con el exceso de la hormona
del crecimiento en un humano que comprende administrar al humano una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto o composicidn de cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, previniendo de este modo
la enfermedad asociada con un exceso de la hormona del crecimiento. En ciertos casos, la enfermedad asociada
con el exceso de hormona del crecimiento es la acromegalia.

Ciertos casos describen un método para reducir los niveles del receptor de la hormona del crecimiento
(GHR) en un humano que comprende administrar al humano una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto o
composicién de cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, reduciendo de este modo los niveles de
GHR en el humano. En ciertos casos, el humano tiene una enfermedad asociada con un exceso de la hormona del
crecimiento. En ciertos casos, la enfermedad asociada con el exceso de hormona del crecimiento es la acromegalia.

En ciertos casos, los métodos anteriores comprenden la coadministracion del compuesto o composicion y
un segundo agente. En ciertos casos, el compuesto o composicion y el segundo agente se administran
concomitantemente.

Compuestos antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no estan limitados a, oligonucledtidos, oligonucledsidos,
andlogos de oligonucledtidos, miméticos de oligonucledtidos, compuestos antisentido, oligonucleétidos antisentido y
ARNip. Un compuesto oligomérico puede ser "antisentido” para un &acido nucleico objetivo, lo que significa que es
capaz de experimentar hibridacion con un acido nucleico objetivo a través de enlaces de hidrégeno.

En ciertos casos, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se escribe en
la direccién 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento objetivo de un acido nucleico objetivo al que se
dirige. En ciertos de tales casos, un oligonucleétido antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se
escribe en la direccion 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento objetivo de un acido nucleico
objetivo al que esta dirigido.

Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, como un oligonucleétido
antisentido, y/o introducir bases de malapareamiento sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 7305-7309, 1992), se probaron una serie de oligonucleétidos antisentido de 13-25
nucleobases de longitud para determinar su capacidad para inducir la escision de un ARN objetivo en un modelo de
inyeccion de ovocitos. Los oligonucletétidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de
malapareamiento cerca de los extremos de los oligonucle6tidos antisentido pudieron dirigir la escision especifica del
ARNm objetivo, aunque en menor medida que los oligonucledtidos antisentido que no contenian malapareamientos.
De manera similar, se logr6 la escision especifica del objetivo usando oligonucleétidos antisentido de 13
nucleobases, incluidos aquellos con 1 0 3 malapareamientos.

Gautschi et al. (J. Natl. Cancer Inst. 93: 463-471, marzo de 2001) demostré la capacidad de un
oligonucleotido que tiene un 100% de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 malapareamientos
con el ARNm de bcl-xL para reducir la expresién de tanto bcl-2 como bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este
oligonucleotido demostré una potente actividad antitumoral in vivo.

Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) probaron una serie de oligonuclettidos antisentido en
tandem de 14 nucleobases, y un oligonucleétido antisentido de 28 y 42 nucleobase compuestos por la secuencia de
dos o tres de los oligonuclettidos antisentido en tandem, respectivamente, por su capacidad para detener la
traduccion de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucleétidos
antisentido de 14 nucleobases solo fue capaz de inhibir la traducciéon, aunque a un nivel mas modesto que los
oligonucleétidos antisentido de 28 o 42 nucleobase.

Ciertos motivos y mecanismos de compuestos antisentido
En ciertos casos, los compuestos antisentido tienen subunidades modificadas quimicamente dispuestas en
patrones o motivos, para conferir a los compuestos antisentido propiedades como actividad inhibidora mejorada,
afinidad de unién para un acido nucleico objetivo o resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo aumentadas.
Los compuestos antisentido quiméricos tipicamente contienen por lo menos una regién modificada para

conferir resistencia aumentada a la degradacion de la nucleasas, captacion celular aumentada, afinidad de unién
aumentada para el &cido nucleico objetivo y/o actividad inhibidora aumentada. Una segunda region de un compuesto

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

antisentido quimérico puede conferir otra propiedad deseada, por ejemplo, servir como sustrato para la
endonucleasa celular RNasa H, que escinde la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN.

La actividad antisentido puede ser el resultado de cualquier mecanismo que implique la hibridacién del
compuesto antisentido (por ejemplo, oligonucleétido) con un &cido nucleico objetivo, en donde la hibridacion da
como resultado en Ultima instancia un efecto bioldgico. En ciertos casos, se modula la cantidad y/o actividad del
acido nucleico objetivo. En ciertos casos, se reduce la cantidad y/o actividad del acido nucleico objetivo. En ciertos
casos, la hibridacion del compuesto antisentido con el &acido nucleico objetivo finalmente da como resultado la
degradacién del acido nucleico objetivo. En ciertos casos, la hibridacion del compuesto antisentido con el acido
nucleico objetivo no da como resultado la degradacién del &cido nucleico objetivo. En ciertos de tales casos, la
presencia del compuesto antisentido hibridado con el acido nucleico objetivo (ocupacion) da como resultado una
modulacion de la actividad antisentido. En ciertos casos, los compuestos antisentido que tienen un motivo quimico
particular o patron de modificaciones quimicas son particularmente adecuados para explotar uno o mas
mecanismos. En ciertos casos, los compuestos antisentido funcionan a través de mas de un mecanismo y/o a través
de mecanismos que no han sido aclarados. Por consiguiente, los compuestos antisentido descritos en la presente no
estan limitados por un mecanismo particular.

Los mecanismos antisentido incluyen, sin limitacion, antisentido mediado por RNasa H; mecanismos de
ARNi, que utilizan la via RISC e incluyen, sin limitacion, mecanismos de ARNip, ARNmc y microRNA; y mecanismos
basados en la ocupacién. Ciertos compuestos antisentido pueden actuar a través de mas de uno de estos
mecanismos y/o mediante mecanismos adicionales.

Antisentido mediado por RNasa H

En ciertas realizaciones, la actividad antisentido resulta por lo menos en parte de la degradacién del ARN
objetivo por la RNasa H. La RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de un duplex de
ARN:ADN. Se sabe en la técnica que los compuestos antisentido de cadena sencilla que son "de tipo ADN"
provocan actividad de RNasa H en células de mamifero. Por consiguiente, los compuestos antisentido que
comprenden por lo menos una porciéon de ADN o nucledsidos de tipo ADN pueden activar la RNasa H, dando como
resultado la escision del acido nucleico objetivo. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido que utilizan
RNasa H comprenden uno o mas nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, tales compuestos antisentido
comprenden por lo menos un bloque de 1-8 nucledsidos modificados. En ciertas de tales realizaciones, los
nucleésidos modificados no soportan la actividad de RNasa H. En ciertas realizaciones, tales compuestos
antisentido son gapmers, como se describe en la presente. En ciertas de tales realizaciones, el hueco del gapmer
comprende nucleosidos de tipo ADN. En ciertas de tales realizaciones, el hueco del gapmer comprende nucledsidos
de tipo ADN. En ciertas de tales realizaciones, el hueco del gapmer comprende nucledsidos de ADN y nucleésidos
de tipo ADN.

Ciertos compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido
quiméricos. En un gapmer, una region interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision de
RNasaH se coloca entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos
de los nucleosidos de la region interna. En el caso de un oligonucleétido antisentido que tiene un motivo gapmer, el
segmento de hueco generalmente sirve como sustrato para la escision de la endonucleasa, mientras que los
segmentos de ala comprenden nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmer se
diferencian por los tipos de fracciones de azlcar que comprenden cada regién distinta.

Acidos nucleicos objetivo, regiones objetivo y secuencias de nucleétidos

Las secuencias de nucleétidos que codifican el receptor de la hormona del crecimiento (GHR) dirigibles con
los compuestos proporcionados en la presente incluyen, sin limitacién, los siguientes: N° de registro GENBANK
NM_000163.4 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 1), N2 de registro GENBANK NT_006576.16 truncado
de los nucledtidos 42411001 a 42714000 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 2), N® de registro
GENBANK X06562.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 3), N® de registro GENBANK DR006395.1
(incorporado en la presente como SEQ ID NO: 4), N° de registro GENBANK DB052048.1 (incorporado en la
presente como SEQ ID NO: 5), N2 de registro GENBANK AF230800.1 (incorporado en la presente como SEQ ID
NO: 6), el complemento del N° de registro GENBANK AA398260.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 7),
N¢ de registro GENBANK BC136496.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 8), N° de registro GENBANK
NM_001242399.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 9), N® de registro GENBANK NM_001242400.2
(incorporado en la presente como SEQ ID NO: 10), N° de registro GENBANK NM_001242401.3 (incorporado en la
presente como SEQ ID NO: 11), N2 de registro GENBANK NM_001242402.2 (incorporado en la presente como SEQ
ID NO: 12), N de registro GENBANK NM_001242403.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 13), N° de
registro GENBANK NM_001242404.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 14), N° de registro GENBANK
NM_001242405.2 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 15), N® de registro GENBANK NM_001242406.2
(incorporado en la presente como SEQ ID NO: 16), N° de registro GENBANK NM_001242460.1 (incorporado en la
presente como SEQ ID NO: 17), registro GENBANK NM_001242461.1 (incorporado en la presente como SEQ ID
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NO: 18), N2 de registro GENBANK NM_001242462.1 (incorporado en la presente como SEQ ID NO: 19), o N° de
registro GENBANK NW_001120958.1 truncado de los nucle6tidos 4410000 a 4720000 (incorporado en la presente
como SEQ ID NO: 2332).

Hibridacion

La hibridacion se produce entre un compuesto antisentido divulgado en la presente y un acido nucleico de
GHR. El mecanismo mas comun de hibridacion implica el enlace de hidrégeno (por ejemplo, enlace de hidrégeno de
Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen invertido) entre las nucleobases complementarias de las moléculas de
acidos nucleicos.

La hibridacién puede producirse en diferentes condiciones. Las condiciones rigurosas dependen de la
secuencia y estan determinadas por la naturaleza y composicion de las moléculas del acido nucleico que se
hibridaran.

Los métodos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un &acido nucleico objetivo
son bien conocidos en la técnica. Los compuestos antisentido proporcionados en la presente son especificamente
hibridables con un &cido nucleico de GHR.

Complementariedad

Un compuesto antisentido y un acido nucleico objetivo son complementarios entre si cuando un ndmero
suficiente de nuclecbases del compuesto antisentido puede unirse por hidrogeno con las nucleobases
correspondientes del &cido nucleico objetivo, de tal manera que se produzca un efecto deseado (por ejemplo,
inhibicion antisentido de un acido nucleico objetivo, como un &cido nucleico de GHR).

Las nucleobases no complementarias entre un compuesto antisentido y un acido nucleico de GHR pueden
tolerarse siempre que el compuesto antisentido siga siendo capaz de hibridar especificamente con un &acido nucleico
objetivo. Ademas, un compuesto antisentido puede hibridar sobre uno o mas segmentos de un acido nucleico de
GHR de tal manera que los segmentos intermedios o0 adyacentes no estén involucrados en el evento de hibridacién
(por ejemplo, una estructura de giro, malapareamiento o estructura de horquilla).

El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con un &cido nucleico objetivo puede
determinarse usando métodos de rutina.

Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de las 20 nucleobases del compuesto antisentido son
complementarias con una regién objetivo y, por lo tanto, hibridaria especificamente, representaria un 90 por ciento
de complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases no complementarias restantes pueden estar agrupadas o
intercaladas con nucleobases complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o con nucleobases
complementarias. Como tal, un compuesto antisentido con 18 nucleobases de longitud que tiene cuatro nucleobases
no complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de complementariedad completa con el &cido nucleico
objetivo tendria un 77,8% de complementariedad total con el &cido nucleico objetivo y, por lo tanto, estaria dentro del
alcance de la presente invencion. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una regién
de un acido nucleico objetivo puede determinarse de manera rutinaria usando programas BLAST (herramientas
basicas de busqueda de alineacion local) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol.
Biol., 1990, 215, 403 410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649656). El porcentaje de homologia, identidad
de secuencia o complementariedad puede determinarse, por ejemplo, mediante el programa Gap (Paquete de
Andlisis de Secuencia Wisconsin, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park,
Madison, Wisconsin), usando la configuracion predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv.
Math., 1981, 2, 482 489).

Como se usa en la presente, "completamente complementario” significa que cada nucleobase de un
compuesto antisentido es capaz de aparearse por bases precisas con las nucleobases correspondientes de un acido
nucleico objetivo. Por ejemplo, un compuesto antisentido de 20 nucleobases es completamente complementario con
una secuencia objetivo que tiene una longitud de 400 nucleobases, siempre que haya una porcién correspondiente
de 20 nucleobases del acido nucleico objetivo que sea completamente complementaria con el compuesto
antisentido. Completamente complementario también puede usarse en referencia a una porcion especificada del
primer y/o el segundo &cido nucleico. Por ejemplo, una porcién de 20 nucleobases de un compuesto antisentido de
30 nucleobases puede ser "completamente complementaria” con una secuencia objetivo que tiene una longitud de
400 nucleobases. La porcion de 20 nucleobases del oligonucleétido de 30 nucleobases es completamente
complementaria con la secuencia objetivo si la secuencia objetivo tiene una porcién correspondiente de 20
nucleobases en donde cada nucleobase es complementaria con la porcion de 20 nucleobase del compuesto
antisentido. Al mismo tiempo, el compuesto antisentido de 30 nucleobases completo puede o no ser completamente
complementario con la secuencia objetivo, dependiendo de si las 10 nucleobases restantes del compuesto
antisentido también son complementarias con la secuencia objetivo.
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Identidad

Los compuestos antisentido descritos en la presente también pueden tener un porcentaje de identidad
definido para una secuencia de nucle6tidos particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un nimero lIsis
especifico, o una porcion de la misma. Como se usa en la presente, un compuesto antisentido es idéntico a la
secuencia divulgada en la presente si tiene la misma capacidad de apareamiento de nucleobases. Por ejemplo, un
ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN divulgada se consideraria idéntico a la
secuencia de ADN ya que tanto el uracilo como la timidina se aparean con adenina. También se contemplan
versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en la presente, asi como compuestos que
tienen bases no idénticas con respecto a los compuestos antisentido proporcionados en la presente. Las bases no
idénticas pueden ser adyacentes entre si o estar dispersas por todo el compuesto antisentido. El porcentaje de
identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el nimero de bases que tienen un apareamiento
de bases idéntico con respecto a la secuencia con la que se compara.

Modificaciones

Un nucledsido es una combinacién de base-azlcar. La porcion de nucleobase (también conocida como
base) del nucle6sido es normalmente una fraccidn de base heterociclica. Los nucle6tidos son nucledsidos que
incluyen ademas un grupo fosfato enlazado covalentemente a la porcién de azucar del nucledsido. Para aquellos
nucledsidos que incluyen un azicar de pentofuranosilo, el grupo fosfato puede enlazase a la fraccion hidroxilo 2', 3' o
5' del azucar. Los oligonucleétidos se forman a través del enlace covalente de nucleésidos adyacentes entre si, para
formar un oligonucleétido polimérico lineal. Dentro de la estructura de oligonucleétidos, los grupos fosfato son
referidos cominmente formando los enlaces internucleosidicos del oligonucleétido.

Las modificaciones a los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios en los enlaces
internucleosidicos, fracciones de azucar o nucleobases. Los compuestos antisentido modificados a menudo se
prefieren sobre las formas nativas debido a propiedades deseables como, por ejemplo, captacion celular mejorada,
afinidad mejorada para el objetivo de &cido nucleico, estabilidad aumentada en presencia de nucleasas o actividad
inhibidora aumentada.

Los nucledsidos modificados quimicamente también pueden emplearse para aumentar la afinidad de union
de un oligonucleétido antisentido acortado o truncado para su acido nucleico objetivo. En consecuencia, a menudo
pueden obtenerse resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucledsidos
modificados quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados

El enlace internucleosidico de origen natural de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster de 3' a 5'. Los
compuestos antisentido que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, no de origen natural,
a menudo se seleccionan sobre los compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos de origen natural
debido a propiedades deseables como, por ejemplo, una captacion celular mejorada, una afinidad mejorada para los
acidos nucleicos objetivo y estabilidad aumentada en presencia de nucleasas.

Los oligonucleétidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos
que retienen un atomo de fésforo, asi como enlaces internucleosidicos que no tienen un atomo de fésforo. Los
enlaces internucleosidicos que contienen fésforo representativos incluyen, pero no estan limitados a, fosfodiésteres,
fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces que
contienen fosforo y que no contienen fésforo son bien conocidos.

Cada enlace internucleosidico del oligonucleétido del compuesto de la invencion se selecciona de
fosfodiéster y fosforotioato. Es deseable disponer el numero de los enlaces internucleosidicos de fosforotioato y de
los enlaces internucleosidicos de fosfodiéster para mantener la resistencia a la nucleasa. Es deseable disponer el
ndamero y posicion de los enlaces internucleosidicos de fosforotioato y el nimero y la posicion de los enlaces
internucleosidicos de fosfodiéster para mantener la resistencia a la nucleasa. El numero de enlaces
internucleosidicos de fosforotioato puede disminuirse y el nimero de enlaces internucleosidicos de fosfodiéster
puede aumentarse. El nimero de enlaces internucleosidicos de fosforotioato puede disminuirse y el niumero de
enlaces internucleosidicos de fosfodiéster puede aumentarse mientras se mantiene la resistencia a la nucleasa. Es
deseable disminuir el nimero de enlaces internucleosidicos de fosforotioato mientras se retiene la resistencia a la
nucleasa. Es deseable aumentar el nimero de enlaces internucleosidicos de fosfodiéster mientras se retiene la
resistencia a la nucleasa.

Fracciones de azticar modificado

Los compuestos antisentido pueden contener opcionalmente uno o mas nucleésidos en los que el grupo de
azucar se ha modificado. Tales nucledsidos modificados con azucar pueden impartir estabilidad de nucleasas
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mejorada, afinidad de uniéon aumentada o alguna otra propiedad bioldgica beneficiosa a los compuestos antisentido.
En ciertas realizaciones, los nucleésidos comprenden fracciones de anillo de ribofuranosa quimicamente
modificadas. Los ejemplos de anillos de ribofuranosa modificados quimicamente incluyen, sin limitacién, la adicién
de grupos sustituyentes (incluyendo grupos sustituyentes 5' y 2', puente de atomos del anillo no geminales para
formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con S, N(R), o
C(R1)R2) (R, R1 y Rz son cada uno independientemente H, alquilo C+-C12 0 un grupo protector) y combinaciones de
los mismos. Los ejemplos de azucares modificados quimicamente incluyen nucleésido sustituido con 2'-F-5'-metilo
(ver la Solicitud Internacional de PCT WO 2008/101157 publicada el 21/08/08 para otros nucledsidos sustituidos con
5',2"-bis divulgados) o el reemplazo de atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con S con sustitucion adicional en la
posicion 2' (ver la Solicitud de Patente de Estados Unidos publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de
2005) o, alternativamente, la sustitucion 5' de un BNA (ver la Solicitud Internacional de PCT WO 2007/134181
Publicado el 22/11/07 en la que el LNA esté sustituido con, por ejemplo, un grupo 5'-metilo o 5'-vinilo).

Los ejemplos de nucledsidos que tienen fracciones de azlcar modificados incluyen nucleésidos que
comprenden grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5'-metilo (R o S), 4-S, 2'-F, 2'-OCHs, 2'-OCH2CHs, 2-OCH2CHzF y 2'-
O(CH2)20CHs. El sustituyente en la posicion 2' también puede seleccionarse de alilo, amino, azido, tio, O-alilo,
alquilo O-C1-C10, OCF3, OCHzF, O(CH2)2SCHs, O(CHz)2-O-N(Rm)(Rn), O-CH2-C(=0)- N(Rm)(Rn), and O-CH2-C(=0)-
N(Ri)-(CHz2)2-N(Rm)(Rn), donde cada Ri, Rm y Rn es, independientemente, H o alquilo Ci-C1o sustituido o no
sustituido.

Como se usa en la presente, "nucledsidos biciclicos" se refiere a nucledsidos modificados que comprenden
una fraccion de azucar biciclico. Los ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen, sin limitaciéon, nucleésidos que
comprenden un puente entre los dtomos del anillo de ribosilo 4'y 2'. En ciertos casos, los compuestos antisentido
descritos en la presente incluyen uno o mas nucledsidos biciclicos que comprenden un puente de 4' a 2'. Los
ejemplos de tales nucledsidos biciclicos con puente de 4' a 2' incluyen, entre otros, una de las férmulas: 4'-(CHz)-O-
2' (LNA); 4'-(CH2)-S-2"; 4'-(CH2)2-O-2' (ENA); 4'-CH(CHs)-O-2' (también referido como etilo restringido o cEt) y 4'-
CH(CH20CHs)-O-2' (y analogos de los mismos, ver la Patente de Estados Unidos 7.399.845, concedida el 15 de julio
de 2008); 4'-C(CHs)(CH3)-O-2' (y analogos de los mismos ver la Solicitud Internacional publicada W0O/2009/006478,
publicada el 8 de enero de, 2009); 4'-CH2-N(OCHzs)-2' (y analogos de los mismos ver Solicitud Internacional
publicada W0O/2008/150729, publicada el 11 de diciembre de 2008); 4'-CH2-O-N(CHz3)-2' (ver la Solicitud de Patente
de Estados Unidos publicada US2004-0171570, publicada el 2 de septiembre de 2004); 4-CH2-N(R)-O-2', en donde
R es H, alquilo C1-C12, 0 un grupo protector (ver la Patente de Estados Unidos 7.427.672, concedida el 23 de
septiembre de 2008); 4'-CH2-C(H)(CHs)-2' (ver Zhou et al, J. Org Chem, 2009, 74, 118-134); y 4'-CH2-C(=CH2)-2' (y
andalogos de los mismos, ver la Solicitud Internacional publicada WO 2008/154401, publicada el 8 de diciembre de
2008).

También pueden encontrarse informes adicioanles relacionados con nucledsidos biciclicos en la literatura
publicada (ver, por ejemplo: Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54,
3607-3630; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, 97,5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc.,
2007, 129(26)8362-8379; Elayadi et al., Curr. Opinion Invest. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem. Biol.,
2001, 8, 1-7; y Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; Patentes de Estados Unidos N°. 6.268.490;
6.525.191; 6.670.461; 6.770.748; 6.794.499; 7.034.133; 7.053.207; 7.399.845; 7.547.684; y 7.696.345; Publicacion
de Patente de Estados Unidos N¢ US2008-0039618; US2009-0012281; Patentes de Estados Unidos N° de serie
61/026.995 y 61/097.787; Solicitudes internacionales de PCT publicadas WO 1999/014226; WO 2004/106356; WO
2005/021570; WO 2007/134181; WO 2008/150729; WO 2008/154401; WO 2009/006478; WO 2010/036698; WO
2011/017521; WO 2009/067647; WO 20009/100320. Cada uno de los nucledsidos biciclicos anteriores puede
prepararse con una o mas configuraciones de azlcar estereoquimicas que incluyen, por ejemplo, a-L-ribofuranosa y
B-D-ribofuranosa (ver la Solicitud Internacional de PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de 1999 como
WO 99/14226).

Como se usa en la presente, “azicar 2’-modificado” significa un azdcar de furanosilo modificado en la
posicién 2’. Los nucledsidos modificados comprenden una cadena lateral 2'-MOE (Baker et al., J. Biol. Chem., 1997,
272, 11944-12000). Se ha descrito que dicha sustituciéon 2'-MOE tiene una afinidad de union mejorada en
comparacion con los nucledsidos no modificados y con otros nucledsidos modificados, como 2'-O-metilo, O-propilo y
O-aminopropilo. También se ha demostrado que los oligonucledtidos que tienen el sustituyente 2-MOE son
inhibidores antisentido de la expresién génica con caracteristicas prometedoras para uso in vivo (Martin, Helv. Chim.
Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann et al., Biochem. Soc. Trans., 1996, 24,
630-637; y Altmann et al., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).

Como se usa en la presente, un "nucleésido de tetrahidropirano modificado” o "nucleésido de THP
modificado" significa un nucledsido que tiene un "azlucar" de tetrahidropirano de seis miembros sustituido por el
residuo de pentofuranosilo en nucledsidos normales (un sustituto de azucar). Los nucleésidos de THP modificados
incluyen, pero no estan limitado a, lo que se conoce en la técnica como acido nucleico de hexitol (HNA), acido
nucleico de anitol (ANA), &cido nucleico de manitol (MNA) (ver Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854) o
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fluoro HNA (F-HNA) que tiene un sistema de anillo de tetrahidropirano como se ilustra a continuacion:

0" Y Bx HO" Y Bx ao" Bx

H
OCH,4

=T

En ciertas realizaciones, los sustitutos de azlcar se seleccionan de los que tienen la Férmula VII:

d g,

Ta—O o) q3
q7 daq
q6 Bx
Tb/O R} R, %5

v

en donde independientemente para cada uno de dichos por lo menos un analogo de nucleésido de tetrahidropirano
de Férmula VII:

Bx es una fraccion de base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que enlaza el analogo de
nucledsido de tetrahidropirano con el compuesto antisentido o uno de Ta y Tb es un grupo de enlace
internucleosidico que enlaza el andlogo de nucletsido de tetrahidropirano con el compuesto antisentido y el
otro de Tay T es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado enlazado o un grupo 5' o 3'-terminal;
a1, 92, 93, 94, 05, gs Y g7 son cada uno independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido alquenilo,
C2-Cs, alquenilo C2-Ce sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Cs sustituido; y cada uno de Ri y Rz se
selecciona de hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJiJz2, SJ1, N3, OC(=X)J1,
OC(=X)NJ1d2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en donde X es O, S o NJ1 y cada J1, J2 ¥ J3 es, independientemente, H o
alquilo C1-Ce.

En ciertas realizaciones, se proporcionan los nucleésidos de THP modificados de Férmula VIl en los que gy,
g2, 93, 04, 05, g6 Y g7 son cada uno H. En ciertas realizaciones, por lo menos uno de g1, g2, 93, 04, 95, J6 Y Q7 €S
diferente de H. En ciertas realizaciones, por lo menos uno de qi, g2, 03, 94, 95, Qs ¥ Q7 €s metilo. En ciertas
realizaciones, se proporcionan los nucledsidos THP de férmula VIl en los que uno de R1 y Rz es fluoro. En ciertas
realizaciones, R1 es fluoro y Rz es H; R1 es metoxi y Rz es H, y R1 es metoxietoxi y Rzes H.

En ciertas realizaciones, los sustitutos de azlicar comprenden anillos que tienen mas de 5 atomos y mas de
un heteroatomo. Por ejemplo, se ha informado de nucledsidos que comprenden fracciones de azicar morfolino y su
uso en compuestos oligoméricos (ver, por ejemplo: Braasch et al., Biochemistry, 2002, 41, 4503-4510; y las Patentes
de Estados Unidos 5.698.685; 5.166.315; 5.185.444; y 5.034.506). Como se usa en la presente, el término
"morfolino" significa un sustituto de azucar que tiene la férmula siguiente:

E_O 0 Bx

N

At

En ciertas realizaciones, los morfolinos pueden modificarse, por ejemplo, afadiendo o alterando varios
grupos sustituyentes de la estructura de morfolino anterior. Dichos sustitutos de azlcar son referidos en la presente
como "morfolinos modificados".
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También se describen combinaciones de modificaciones, como nucledsidos sustituidos con 2'-F-5'-metilo
(ver la Solicitud Internacional de PCT WO 2008/101157 publicada el 21/08/08 para otros nucledsidos sustituidos con
5'2'-bis divulgados) y el reemplazo del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con Sy la sustitucién adicional en la
posicion 2' (ver la Solicitud de Patente de Estados Unidos publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de
2005) o alternativamente la sustitucion 5' de un acido nucleico biciclico (ver Solicitud Internacional de PCT WO
2007/134181, publicada el 22/11/07 en la que un nucleosido biciclico 4'-CH2-O-2' esta sustituido adicionalmente en
la posicién 5' con un grupo 5'-metilo o 5'-vinilo). También se ha descrito la sintesis y la preparacion de nucledsidos
biciclicos carbociclicos junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos (ver, por ejemplo, Srivastava et al., J.
Am. Chem. Soc. 2007, 129(26), 8362-8379).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucleésidos de ciclohexenilo
modificados, que es un nucledsido que tiene un ciclohexenilo de seis miembros en lugar del residuo de
pentofuranosilo en nucleésidos de origen natural. Los nucleésidos de ciclohexenilo modificados incluyen, pero no
estan limitados a, los descritos en la técnica (ver, por ejemplo, la solicitud PCT publicada de propiedad compartida
WO 2010/036696, publicada el 10 de abril de 2010, Robeyns et al., J. Am. Chem. Soc., 2008, 130(6), 1979-1984;
Horvath et al., Tetrahedron Letters, 2007, 48, 3621-3623; Nauwelaerts et al., J. Am. Chem Soc., 2007, 129(30),
9340-9348; Gu et al., Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 2005, 24(5-7), 993-998; Nauwelaerts et al., Nucleic
Acids Research, 2005, 33(8), 2452-2463; Robeyns et al., Acta Crystallographica, Seccion F: Structural Biology and
Crystallization Communications, 2005, F61(6), 585-586; Gu et al., Tetrahedron, 2004, 60(9), 2111-2123; Gu et al,,
Oligonucleotides, 2003, 13(6), 479-489; Wang et al., J. Org. Chem., 2003, 68, 4499- 4505; Verbeure et al., Nucleic
Acids Research, 2001, 29(24), 4941-4947; Wang et al., J. Org. Chem., 2001, 66, 8478-82; Wang et al., Nucleosides,
Nucleotides & Nucleic Acids, 2001, 20(4-7), 785-788; Wang et al., J. Am. Chem., 2000, 122, 8595-8602; Solicitud de
PCT publicada, WO 06/047842; y Solicitud de PCT publicada WO 01/049687. Ciertos nucleésidos de ciclohexenilo
modificados tienen la Formula X.

a1 g
T3_O q3 q4
o
ds Bx
/O q7 96 s
Ty
X

en donde independientemente para cada uno de dichos por lo menos un analogo de nucledsido de ciclohexenilo de
Férmula X:

Bx es una fraccion de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que enlaza el anélogo de
nucleésido de ciclohexenilo a un compuesto antisentido o uno de Ts y T4 es un grupo de enlace
internucleosidico que enlaza el analogo de nucledsido de tetrahidropirano con un compuesto antisentido y el
otro de Tay T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo 5'- o0 3'-terminal; y
a1, 02, 93, 94, s, 0s, 97, g8 Y Qe son cada uno, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido,
alquenilo C2-Ce, alquenilo C2-Ce sustituido, alquinilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs sustituido u otro grupo sustituyente
de azucar.

Como se usa en la presente, "2'-modificado” o "2’-sustituido" se refiere a un nucledsido que comprende un
azucar que comprende un sustituyente en la posicion 2' diferente de H u OH. Los nucledsidos 2’-modificados
incluyen, pero no estan limitados a, nucledsidos biciclicos en los que el puente que conecta dos atomos de carbono
del anillo de azucar conecta el carbono 2' y otro carbono del anillo de azlcar; y nucledsidos con sustituyentes 2’ que
no forman puentes como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, alquilo O-C1-C1o, -OCF3, O-(CHz2)2-O-CHs, 2'-O(CH2)2SCHs,
O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) u O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es, independientemente, H o alquilo C1-C1o
sustituido o no sustituido. Los nucleésidos 2’-modificados pueden comprender ademas otras modificaciones, por
ejemplo en otras posiciones del azlcar y/o en la nucleobase.

Como se usa en la presente, "2'-F" se refiere a un nucledsido que comprende un azucar que comprende un
grupo flior en la posicion 2' del anillo de azucar.

Como se usa en la presente, "2'-OMe" 0 "2'-OCH3" 0 "2'-O-metilo" se refieren cada uno a un nucledsido que
comprende un azucar que comprende un grupo -OCHs en la posicion 2' del anillo de azucar.
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Como se usa en la presente, "MOE" o0 "2-MOE" 0 "2'-OCH2CH20CH3s" 0 "2'-O-metoxietilo" se refieren cada
uno a un nucledsido que comprende un azucar que comprende un grupo -OCH2CH20CHs3 en la posicion 2' del anillo
de azlcar.

Como se usa en la presente, "oligonucleétido” se refiere a un compuesto que comprende una pluralidad de
nucleésidos enlazados. En ciertas realizaciones, se modifica uno o mas de la pluralidad de nucleésidos. En ciertas
realizaciones, un oligonucledtido comprende uno o mas ribonucleésidos (ARN) y/o desoxirribonucledsidos (ADN).

También se conocen en la técnica muchos otros sistemas de anillos sustitutos de azucar biciclo vy triciclo
que pueden usarse para modificar nucledsidos para su incorporacion en compuestos antisentido (ver, por ejemplo, el
articulo de revision: Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854) Tales sistemas de anillo pueden someterse a
varias sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

Los métodos para la preparacion de azlcares modificados son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Algunas Patentes de Estados Unidos representativas que ensefan la preparacion de tales azlcares
modificados incluyen, sin limitacién, U.S.: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137;
5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873;
5.646.265; 5.670.633; 5.700.920; 5.792.847 y 6.600.032 y la Solicitud Internacional PCT/US2005/019219,
presentada el 2 de junio de 2005 y publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre de 2005.

En los nucledtidos que tienen fracciones de azicar modificado, las fracciones de nucleobases (naturales,
modificadas o una combinacién de las mismas) se mantienen para la hibridacién con un objetivo de acido nucleico
apropiado.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos que tienen
fracciones de azlcar modificado. En ciertas realizaciones, la fraccion de azlcar modificado es 2'-MOE. En ciertas
realizaciones, los nucle6sidos modificados con 2'-MOE estan dispuestos en un motivo gapmer. En ciertas
realizaciones, la fraccién de azucar modificado es un nucleésido biciclico que tiene un grupo puente (4'-CH(CHs)-O-
2'). En ciertas realizaciones, los nucledsidos modificados con (4'-CH(CHS3)-O-2') estan dispuestos a lo largo de las
alas de un motivo gapmer.

Nucleobases modificadas

Las modificaciones o sustituciones de nucleobases (o0 bases) son estructuralmente distinguibles de, pero
funcionalmente intercambiables con, nucleobases no modificadas de origen natural o sintéticas. Tanto las
nucleobases naturales como las modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrogeno. Tales
modificaciones de nucleobases pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unién o alguna otra propiedad
biolégica beneficiosa a compuestos antisentido. Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases sintéticas y
naturales como, por ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de nucleobases, incluyendo las
sustituciones de 5-metilcitosina, son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de union de un compuesto
antisentido para un acido nucleico objetivo. Por ejemplo, las sustituciones de 5-metilcitosina han demostrado que
aumentan la estabilidad de duplex de acidos nucleicos en 0,6-1,2° C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds.,
Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278).

Nucleobases modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina,
6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y
guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotina y 2 -tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (-C=C-CH3) uracilo y citosina y otros
derivados de alquinilo de bases de pirimidina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo,
8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo particularmente 5-
bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-
amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-
deazaadenina.

Las fracciones de base heterociclica también pueden incluir aquellas en las que la base de purina o
pirimidina se reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y
2-piridona. Las nucleobases que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos
antisentido incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilitosina.

La nucleobase modificada puede ser 5-metilcitosina. Cada citosina puede ser una 5-metilcitosina.
Compuestos antisentido conjugados

En ciertas realizaciones, como se define en las reivindicaciones, la presente divulgacion proporciona
compuestos antisentido conjugados. En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos
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antisentido conjugados que comprenden un oligonucleétido antisentido complementario a un transcrito de &cido
nucleico. En ciertos casos, la presente divulgacién describe métodos que comprenden poner en contacto una célula
con un compuesto antisentido conjugado que comprende un oligonucleétido antisentido complementario a un
transcrito de &cido nucleico. En ciertos casos, la presente divulgacion describe métodos que comprenden poner en
contacto una célula con un compuesto antisentido conjugado que comprende un oligonucleétido antisentido y reducir
la cantidad o actividad de un transcrito de acido nucleico en una célula.

El receptor de asialoglicoproteina (ASGP-R) se ha descrito anteriormente. Ver, por ejemplo, Park et al.,
PNAS vol. 102, nim. 47, pags. 17125-17129 (2005). Dichos receptores se expresan en las células hepaticas,
particularmente en los hepatocitos. Ademas, se ha demostrado que los compuestos que comprenden agrupaciones
de tres ligandos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) son capaces de unirse al ASGP-R, dando como resultado la
captacién del compuesto en la célula. Ver, por ejemplo, Khorev et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry, 16, 9,
pags. 5216-5231 (mayo de 2008). Por consiguiente, los conjugados que comprenden tales agrupaciones de GalNAc
se han usado para facilitar la captacion de ciertos compuestos en las células hepaticas, especificamente los
hepatocitos. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertos conjugados que contienen GalNAc aumentan la actividad de
los compuestos de ARNip duplex en células hepaticas in vivo. En tales casos, el conjugado que contiene GalNAc se
une tipicamente a la cadena de sentido del duplex de ARNip. Como la cadena de sentido se descarta antes de que
la cadena antisentido finalmente hibride con el acido nucleico objetivo, hay poca preocupacion de que el conjugado
interfiera con la actividad. Tipicamente, el conjugado se une al extremo 3' de la cadena de sentido del ARNip. Ver,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 8.106.022. Ciertos grupos conjugados descritos en la presente son mas
activos y/o mas faciles de sintetizar que los grupos conjugados descritos anteriormente.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, los conjugados se unen a compuestos antisentido de
cadena sencilla, que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido a base de RNasa H y compuestos
antisentido que alteran el corte y empalme de un acido nucleico objetivo de pre-ARNm. En tales realizaciones, el
conjugado debe permanecer unido al compuesto antisentido el tiempo suficiente para proporcionar un beneficio
(captacion mejorada en las células) pero luego debe escindirse o no interferir de otro modo con los pasos posteriores
necesarios para la actividad, como la hibridaciéon con un nucleico objetivo &cido e interaccion con RNasa H o
enzimas asociadas con el corte y empalme o la modulacién del corte y empalme. Este equilibrio de propiedades es
mas importante en el establecimiento de compuestos antisentido de cadena sencilla que en los compuestos de
ARNip, donde el conjugado puede simplemente unirse a la cadena de sentido. En la presente se divulgan
compuestos antisentido de cadena sencilla conjugados que tienen potencia mejorada en células hepaticas in vivo en
comparacién con el mismo compuesto antisentido que carece del conjugado. Dado el equilibrio de propiedades
requerido para estos compuestos, tal potencia mejorada es sorprendente.

En ciertas realizaciones, los grupos conjugados de la presente comprenden una fraccién escindible. Como
se indica, sin desear estar limitado por un mecanismo, es l6gico que el conjugado permanezca en el compuesto el
tiempo suficiente para proporcionar una mejora en la captacion, pero después de eso, es deseable que una parte o,
idealmente, todo el conjugado se escinda, liberando el compuesto original (por ejemplo, compuesto antisentido) en
su forma mas activa. En ciertas realizaciones, la fraccion escindible es un nucledsido escindible. Dichas
realizaciones aprovechan las nucleasas enddgenas en la célula uniendo el resto del conjugado (la agrupacion) al
oligonucledtido antisentido a través de un nucledsido a través de uno o mas enlaces escindibles, como los de un
enlace fosfodiéster. En ciertas realizaciones, la agrupacién se une al nucleésido escindible a través de un enlace de
fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el nucleésido escindible se une al oligonucleétido antisentido (compuesto
antisentido) mediante un enlace de fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el grupo conjugado puede comprender dos
o tres nucledsidos escindibles. En tales realizaciones, tales nucleésidos escindibles estan enlazados entre si, al
compuesto antisentido y/o a la agrupacién a través de enlaces escindibles (como los de un enlace de fosfodiéster).
Ciertos conjugados de la presente no comprenden un nucleésido escindible y en su lugar comprenden un enlace
escindible. Se muestra que esa escision suficiente del conjugado del oligonucleétido es proporcionada por al menos
un enlace que es vulnerable a la escisién en la célula (un enlace escindible).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados son profarmacos. Tales profarmacos se
administran a un animal y en Ultima instancia se metabolizan a una forma mas activa. Por ejemplo, los compuestos
antisentido conjugados se escinden para eliminar todo o parte del conjugado, lo que da como resultado que la forma
activa (o mas activa) del compuesto antisentido carezca de todo o parte del conjugado.

En ciertas realizaciones, los conjugados estan unidos en el extremo 5' de un oligonucleétido. Ciertos de
tales conjugados 5' se escinden mas eficientemente que sus contrapartidas que tienen un grupo conjugado similar
unido en el extremo 3'. En ciertas realizaciones, la actividad mejorada puede correlacionarse con la escision
mejorada. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado en el extremo 5' tienen
mayor eficacia que los oligonucledtidos que comprenden un conjugado en el extremo 3' (ver, por ejemplo, los
Ejemplos 56, 81, 83 y 84). Ademas, la unién 5' permite una sintesis de oligonucleétidos mas simple. Tipicamente, los
oligonucledtidos se sintetizan sobre un soporte sélido en la direccién de 3' a 5'. Para hacer un oligonucleétido 3'-
conjugado, tipicamente uno une un nucledsido 3' preconjugado al soporte soélido y luego se construye el
oligonucledtido como de costumbre. Sin embargo, unir ese nucleésido conjugado al soporte sélido afade
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complicacion a la sintesis. Ademas, usando ese enfoque, el conjugado esta presente a lo largo de la sintesis del
oligonucledtido y puede degradarse durante los pasos posteriores o puede limitar el tipo de reacciones y reactivos
que pueden usarse. Usando las estructuras y técnicas descritas en la presente para oligonucleétidos 5’-conjugados,
puede sintetizarse el oligonucleétido usando técnicas automatizadas estandar e introducir el conjugado con el
nucleésido final (mas 5') o después de que el oligonucleétido se haya escindido del soporte sélido.

En vista de la técnica y la presente divulgacion, un experto en la técnica puede elaborar facilmente
cualquiera de los conjugados y oligonucledtidos conjugados de la presente. Ademas, la sintesis de ciertos de tales
conjugados y oligonucleétidos conjugados divulgados en la presente es mas facil y/o requiere pocos pasos, y por lo
tanto es menos costosa que la de los conjugados divulgados anteriormente, proporcionando ventajas en la
fabricacién. Por ejemplo, la sintesis de ciertos grupos conjugados consiste de menos pasos sintéticos, lo que da
como resultado un mayor rendimiento con respecto a los grupos conjugados descritos anteriormente. Los grupos
conjugados como GalNAc3-10 en el Ejemplo 46 y GalNAc3-7 en el Ejemplo 48 son mucho mas simples que los
conjugados descritos anteriormente, como los descritos en los la U.S. 8.106.022 o la US 7.262.177 que requieren el
ensamblaje de mas productos quimicos intermedios. En consecuencia, estos y otros conjugados descritos en la
presente tienen ventajas sobre los compuestos descritos anteriormente para su uso con cualquier oligonucleoétido,
incluyendo oligonucledtidos de cadena sencilla y cualquier cadena de oligonucleétidos de cadena doble (por
ejemplo, ARNip).

De manera similar, en la presente se divulgan grupos conjugados que tienen solo uno o dos ligandos de
GalNAc. Como se muestra, dichos grupos conjugados mejoran la actividad de los compuestos antisentido. Tales
compuestos son mucho mas faciles de preparar que los conjugados que comprenden tres ligandos de GalNAc. Los
grupos conjugados que comprenden uno o dos ligandos de GalNAc pueden unirse a cualquier compuesto
antisentido, incluyendo oligonucle6tidos de cadena sencilla y cualquier cadena de oligonuclettidos de cadena doble
(por ejemplo, ARNip).

En ciertas realizaciones, los conjugados de la presente no alteran sustancialmente ciertas medidas de
tolerabilidad. Por ejemplo, en la presente se muestra que los compuestos antisentido conjugados no son mas
inmunogénicos que los compuestos originales no conjugados. Como se mejora la potencia, las realizaciones en las
que la tolerabilidad permanece igual (o incluso si la tolerabilidad empeora solo ligeramente en comparacién con las
ganancias en potencia) tienen propiedades mejoradas para la terapia.

En ciertas realizaciones, la conjugacion permite alterar compuestos antisentido de maneras que tienen
consecuencias menos atractivas en ausencia de conjugacién. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, reemplazar uno
o mas enlaces de fosforotioato de un compuesto antisentido completamente de fosforotioato con enlaces de
fosfodiéster da como resultado una mejora en algunas medidas de tolerabilidad. Por ejemplo, en ciertos casos, tales
compuestos antisentido que tienen uno o mas fosfodiéster son menos inmunogénicos que el mismo compuesto en el
que cada enlace es un fosforotioato. Sin embargo, en ciertos casos, como se muestra en el Ejemplo 26, ese mismo
reemplazo de uno o mas enlaces de fosforotioato con enlaces de fosfodiéster también da como resultado una
captacion celular reducida y/o pérdida de potencia. En ciertas realizaciones, Los compuestos antisentido conjugados
descritos en la presente toleran dicho cambio en los enlaces con poca o ninguna pérdida en la captacion y la
potencia en comparacién con la contrapartida de conjugada completamente con fosforotioato. De hecho, en ciertas
realizaciones, por ejemplo, en los Ejemplos 44, 57, 59 y 86, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado y por
lo menos un enlace internucleosidico de fosfodiéster en realidad muestran una potencia aumentada in vivo incluso
en relacién con una contrapartida de fosforotioato completa que también comprende el mismo conjugado. Ademas,
dado que la conjugacién da como resultado aumentos sustanciales en la captacién/potencia, una pequefia pérdida
en esa ganancia sustancial puede ser aceptable para lograr una tolerabilidad mejorada. Por consiguiente, en ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido conjugados comprenden por lo menos un enlace de fosfodiéster.

En ciertas realizaciones, la conjugacion de compuestos antisentido de la presente da como resultado una
administracion, captacion y actividad aumentados en los hepatocitos. Por tanto, se adminitra mas compuesto al
tejido hepatico. Sin embargo, en ciertas realizaciones, esa administracion aumentada por si sola no explica el
aumento completo de la actividad. En ciertas de tales realizaciones, entra mas compuesto en los hepatocitos. En
ciertas realizaciones, incluso esa captacién aumentada de hepatocitos no explica el aumento completo de la
actividad. En tales realizaciones, se incrementa la captacién productiva del compuesto conjugado. Por ejemplo,
como se muestra en el Ejemplo 102, ciertas realizaciones de conjugados que contienen GalNAc aumentan el
enriquecimiento de oligonucledtidos antisentido en hepatocitos frente a células no parenquimatosas. Este
enriquecimiento es beneficioso para los oligonucledtidos que se dirigen a los genes que se expresan en los
hepatocitos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados de la presente dan como resultado una
exposicion renal reducida. Por ejemplo, como se muestra en el Ejemplo 20, las concentraciones de oligonucleétidos
antisentido que comprenden ciertas realizaciones de conjugados que contienen GalNAc son mas bajas en el rifidn
que la de los oligonucle6tidos antisentido que carecen de un conjugado que contiene GalNAc. Esto tiene varias
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implicaciones terapéuticas beneficiosas. Para indicaciones terapéuticas en las que no se busca actividad en el rifién,
la exposicion al rindn implica el riesgo de toxicidad renal sin el beneficio correspondiente. Ademas, la alta
concentracién en el rindn da como resultado generalmente la pérdida de compuesto en la orina, lo que da como
resultado una depuraciéon mas rapida. De acuerdo con los objetivos no renales, no se desea la acumulacién renal.
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En ciertos casos, se describen compuestos antisentido conjugados que tienen la estructura:
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En ciertos casos, se describen compuestos antisentido conjugados que tienen la estructura:
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En ciertos casos, se describen compuestos antisentido conjugados que tienen la estructura:
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En ciertos casos, se describen compuestos antisentido conjugados que tienen la estructura:
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En ciertos casos, el compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente estructura: en ciertas realizaciones,
un compuesto comprende un oligonucleétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc en el extremo 5'. Por
ejemplo, en ciertos casos, un compuesto comprende ISIS 532401 conjugado con GalNAc en el extremo 5' como se
define en las reivindicaciones. En casos adicionales, el compuesto tiene la siguiente estructura quimica que
comprende o consiste de ISIS 532401 con 5'-X, en donde X es un grupo conjugado que comprende GalNAc como
se describe en la presente, como se define en las reivindicaciones:
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en donde X es un grupo conjugado que comprende GalNAc.

En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc,
y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucle6tido com es un enlace de fosforotioato. En casos
adicionales, el compuesto comprende la secuencia de ISIS 532401 conjugada con GalNAc, y en donde cada enlace
internucleosidico del oligonucleétido com es un enlace de fosforotioato. En tales casos, la estructura quimica es la
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siguiente:
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En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc,
y en donde cada enlace internucleosidico del oligonucleétido com es un enlace de fosforotioato o un enlace
fosfodiéster. En casos adicionales, el compuesto comprende la secuencia de ISIS 532401 conjugada con GalNAc, y
en donde cada enlace internucleosidico del oligonucleétido com es un enlace de fosforotioato o un enlace
fosfodiéster. En tales casos, la estructura quimica es la siguiente:
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En ciertos casos, un compuesto comprende un oligonucleoétido ISIS dirigido a GHR conjugado con GalNAc.
En casos adicionales, el compuesto comprende la secuencia de ISIS 532401 conjugado con GalNAc, y esta

representada por la siguiente estructura quimica:
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En donde R' es -OCH2CH20CH3s (MOE) y R? es H; o R' y R? juntos forman un puente, en donde R' es -O- y
R? es -CHz-, -CH(CHs3)-, 0 -CH2CH2-, y R' y R? estan conectados directamente de tal manera que el puente
resultante se selecciona de: -O-CHz-, -O-CH(CHj3)- y —O-CH2CHz2-;

Y para cada par de R® y R* en el mismo anillo, independientemente para cada anillo: R® se selecciona de H'y
-OCH2CH20CH3 y R* es H; o R® y R* juntos forman un puente, en donde R® es -O-, y R* es -CH2-, -CH(CHj3)-,
0 -CH2CH2- y R® y R* estan conectados directamente de tal manera que el puente resultante se selecciona
de: -O-CHz-, -O-CH(CHs)- y -O-CH2CHz-;

Y R® se selecciona de H y -CHs;
Y Z se selecciona de S-y O-.

Las Patentes representativas de los Estados Unidos, publicaciones de solicitud de patente de Estados
Unidos y publicaciones de solicitud de patente internacional que ensefan la preparacion de algunos de los
conjugados, compuestos antisentido conjugados, anclajes, conectores, grupos de ramificacion, ligandos, fracciones
escindibles, asi como otras modificaciones incluyen, US 5.994.517, US 6.300.319, US 6.660.720, US 6.906.182, US
7.262.177, US 7.491.805, US 8.106.022, US 7.723.509, US 2006/0148740, US 2011/0123520, WO 2013/033230 y
WO 2012/037254.
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Las publicaciones representativas que ensefan la preparacién de ciertos conjugados, compuestos
antisentido conjugados, anclajes, conectores, grupos de ramificacién, ligandos, fracciones escindibles, asi como
otras modificaciones, incluyen, sin limitacién, BIESSEN et al., "Synthesis of Cluster Galactosides with High Affinity for
the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1995) 38:1538-1546, LEE et al., "New and more efficient
multivalent glyco-ligands for asialoglycoprotein receptor of mammalian hepatocytes” Bioorganic & Medicinal
Chemistry (2011) 19:2494-2500, RENSEN et al., "Determination of the Upper Size Limit for Uptake and Processing
of Ligands by the Asialoglycoprotein Receptor on Hepatocytes in Vitro and in Vivo" J. Biol. Chem. (2001)
276(40):37577-37584, RENSEN et al., "Design and Synthesis of Novel N-Acetylgalactosamine-Terminated
Glycolipids for Targeting of Lipoproteins to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (2004) 47:5798-
5808, SLIEDREGT et al., "Design and Synthesis of Novel Amphiphilic Dendritic Galactosides for Selective Targeting
of Liposomes to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1999) 42:609-618, y Valentijn et al.,“Solid-
phase synthesis of lysine-based cluster galactosides with high affinity for the Asialoglycoprotein Receptor”
Tetrahedron, 1997, 53(2), 759-770.

En ciertos casos, los compuestos antisentido conjugados comprenden un oligonucleétido a base de RNasa
H (como un gapmer) o un oligonucleétido de modulacion de corte y empalme (como un oligonucleétido
completamente modificado) y cualquier grupo conjugado que comprenda por |0 menos uno, dos o tres grupos de
GalNAc. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado comprende cualquier grupo conjugado
encontrado en cualquiera de las siguientes referencias: Lee, Carbohydr Res, 1978, 67, 509-514; Connolly et al., J
Biol Chem, 1982, 257, 939-945; Pavia et al., Int J Pep Protein Res, 1983, 22, 539-548; Lee et al., Biochem, 1984, 23,
4255-4261; Lee et al., Glycoconjugate J, 1987, 4, 317-328; Toyokuni et al., Tetrahedron Lett, 1990, 31, 2673-2676;
Biessen et al., J Med Chem, 1995, 38, 1538-1546; Valentijn et al., Tetrahedron, 1997, 53, 759-770; Kim et al.,
Tetrahedron Lett, 1997, 38, 3487-3490; Lee et al., Bioconjug Chem, 1997, 8, 762-765; Kato et al., Glycobiol, 2001,
11, 821-829; Rensen et al., J Biol Chem, 2001, 276, 37577-37584; Lee et al., Methods Enzymol, 2003, 362, 38- 43;
Westerlind et al., Glycoconj J, 2004, 21, 227-241; Lee et al., Bioorg Med Chem Lett, 2006, 16(19), 5132- 5135;
Maierhofer et al., Bioorg Med Chem, 2007, 15, 7661-7676; Khorev et al., Bioorg Med Chem, 2008, 16, 5216-5231;
Lee et al., Bioorg Med Chem, 2011, 19, 2494-2500; Kornilova et al., Analyt Biochem, 2012, 425, 43-46; Pujol et al.,
Angew Chemie Int Ed Engl, 2012, 51, 7445-7448; Biessen et al., J Med Chem, 1995, 38, 1846-1852; Sliedregt et al.,
J Med Chem, 1999, 42, 609-618; Rensen et al., J Med Chem, 2004, 47, 5798- 5808; Rensen et al., Arterioscler
Thromb Vasc Biol, 2006, 26, 169-175; van Rossenberg et al., Gene Ther, 2004, 11, 457-464; Sato et al., J Am Chem
Soc, 2004, 126, 14013-14022; Lee et al., J Org Chem, 2012, 77, 7564-7571; Biessen et al., FASEB J, 2000, 14,
1784-1792; Rajur et al., Bioconjug Chem, 1997, 8, 935-940; Duff et al., Methods Enzymol, 2000, 313, 297-321; Maier
et al., Bioconjug Chem, 2003, 14, 18-29; Jayaprakash et al., Org Lett, 2010, 12, 5410-5413; Manoharan, Antisense
Nucleic Acid Drug Dev, 2002, 12, 103-128; Merwin et al., Bioconjug Chem, 1994, 5, 612-620; Tomiya et al., Bioorg
Med Chem, 2013, 21, 5275-5281; Solicitudes Internacionales WO1998/013381; W0O2011/038356; WO1997/046098;
W02008/098788; WO2004/101619; WO02012/037254; WO2011/120053; WO2011/100131; WO2011/163121;
WO02012/177947; WO2013/033230; WO02013/075035; WO2012/083185; WO2012/083046; WO2009/082607;
W02009/134487; WO2010/144740; WO2010/148013; WO1997/020563; WO2010/088537; WO2002/043771;
WO02010/129709; WO2012/068187; W02009/126933; WO2004/024757; WO2010/054406; WO2012/089352;
W02012/089602; WO2013/166121; WO2013/165816; Patentes de Estados Unidos 4.751.219; 8.552.163; 6.908.903;
7.262.177; 5.994.517; 6.300.319; 8.106.022; 7.491.805; 7.491.805; 7.582.744; 8.137.695; 6.383.812; 6.525.031;
6.660.720; 7.723.509; 8.541.548; 8.344.125; 8.313.772; 8.349.308; 8.450.467; 8.501.930; 8.158.601; 7.262.177;
6.906.182; 6.620.916; 8.435.491; 8.404.862; 7.851.615; Publicaciones de Patente de Estados Unidos publicadas
US2011/0097264; US2011/0097265; US2013/0004427; US2005/0164235; US2006/0148740; US2008/0281044;
US2010/0240730; US2003/0119724; US2006/0183886; US2008/0206869; US2011/0269814; US2009/0286973;
US2011/0207799; US2012/0136042; US2012/0165393; US2008/0281041; US2009/0203135; US2012/0035115;
US2012/0095075; US2012/0101148; US2012/0128760; US2012/0157509; US2012/0230938; US2013/0109817;
US2013/0121954; US2013/0178512; US2013/0236968; US2011/0123520; US2003/0077829; US2008/0108801; y
US2009/0203132.

Pruebas in vitro de oligonucledtidos antisentido

En la presente se describen métodos para el tratamiento de células con oligonucleétidos antisentido, que
pueden modificarse adecuadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

Las células pueden tratarse con oligonucleétidos antisentido cuando las células alcanzan aproximadamente
un 60-80% de confluencia en cultivo.

Un reactivo comunmente usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el
reactivo de transfeccion de lipidos cationicos LIPOFECTINA (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos
antisentido pueden mezclarse con LIPOFECTINA en OPTI-MEM 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la
concentracién final deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracién de LIPOFECTINA que puede variar
de 2 a 12 ug/ml por 100 nM de oligonucleétido antisentido.

Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye
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LIPOFECTAMINA (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleé6tido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINA en
medio sérico reducido OPTI-MEM 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracién deseada de
oligonucleétido antisentido y una concentracién de LIPOFECTAMINA que puede variar de 2 a 12 ug/ml por 100 nM
de oligonucledtido antisentido.

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

Otra técnica mas usada para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye la
captacion libre de los oligonucle6tidos por las células.

Las células se tratan con oligonuclettidos antisentido mediante métodos de rutina. Las células pueden
recogerse 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, en cuyo momento los niveles de
ARN o proteina de los acidos nucleicos objetivo se miden por métodos conocidos en la técnica y descritos en la
presente. En general, cuando los tratamientos se realizan en multiples repeticiones, los datos se presentan como la
media de los tratamientos replicados.

La concentracion de oligonucle6tido antisentido usado varia de una linea celular a otra. Los métodos para
determinar la concentracion Optima de oligonucleétidos antisentido para una linea celular particular son bien
conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se usan tipicamente en concentraciones que varian de 1
nM a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINA. Los oligonucleétidos antisentido se usan a
concentraciones mas altas que varian de 625 a 20.000 nM cuando se transfectan usando electroporacion.

Aislamiento de ARN

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

Ciertas indicaciones

Ciertos casos descritos en la presente se refieren a métodos para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad asociada con un exceso de hormona del crecimiento en un sujeto mediante la administracion de un
inhibidor especifico de GHR, como un compuesto antisentido u oligonucledétido dirigido a GHR. En ciertos casos, la
enfermedad asociada con el exceso de hormona del crecimiento es la acromegalia. En ciertos casos, la enfermedad
asociada con el exceso de hormona del crecimiento es el gigantismo.

Ciertos casos describen un método para tratar, prevenir o mejorar la acromegalia en un sujeto mediante la
administracion de un inhibidor especifico de GHR, como un compuesto antisentido u oligonucleétido dirigido a GHR.
La acromegalia es una enfermedad asociada con el exceso de la hormona del crecimiento (GH). En mas del 90 por
ciento de los pacientes con acromegalia, la sobreproduccién de hormonas de crecimiento esta provocada por un
tumor benigno de la glandula pituitaria, llamado adenoma, que produce un exceso de hormona del crecimiento y
comprime los tejidos cerebrales circundantes. La expansion del adenoma puede provocar dolores de cabeza y
discapacidad visual que a menudo acompafan a la acromegalia. En algunos casos, la acromegalia esta provocada
por tumores del pancreas, los pulmones o las glandulas suprarrenales que llevan a un exceso de GH, ya sea
produciendo GH o produciendo la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH), la hormona que
estimula a la glandula pituitaria para producir GH.

La acromegalia afecta mas comunmente a adultos de mediana edad y puede provocar desfiguracion grave,
complicaciones y muerte prematura. Debido a su patogénesis y progresion lenta, la acromegalia a menudo no se
diagnostica hasta que se notan cambios en las caracteristicas externas, como cambios en la cara. La acromegalia
estd asociada a menudo con el gigantismo.

Las caracteristicas de la acromegalia incluyen hinchazén de los tejidos blandos que resulta en un
agrandamiento de las manos, pies, nariz, labios y oidos, y un engrosamiento general de la piel; hinchazén de los
tejidos blandos de los 6rganos internos, como el corazén y los rifiones; hinchazén de las cuerdas vocales que da
como resultado una voz baja y habla lenta; expansion del craneo; protuberancia pronunciada de las cejas, a menudo
con distensiéon ocular; protrusion de la mandibula inferior pronunciada y agrandamiento de la lengua; hueco de
dientes; y sindrome del tanel carpiano. En ciertas realizaciones, cualquiera o una combinacion de estas
caracteristicas de la acromegalia puede tratarse, prevenirse 0 mejorarse administrando un compuesto o composicién
dirigidos a GHR proporcionados en la presente.

EJEMPLOS
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Se entiende que la secuencia expuesta en cada SEQ ID NO en los ejemplos contenidos en la presente es
independiente de cualquier modificacion a una fraccion de azucar, un enlace internucleosidico o una nucleobase.
Como tal, los compuestos antisentido definidos por una SEQ ID NO pueden comprender, independientemente, una o
mas modificaciones a una fraccion de azlcar, un enlace internucleosidico o una nucleobase. Los compuestos
antisentido descritos por el Nimero Isis (Isis N?) indican una combinaciéon de secuencia de nucleobases y motivo.

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

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

Los compuestos 1, 1a y 2 se prepararon segun procedimientos bien conocidos en la técnica como se
describe en la especificacion en la presente (ver Seth et al., Bioorg. Med. Chem., 2011, 21(4), 1122-1125, J. Org.
Chem., 2010, 75(5), 1569-1581, ucleic Acids Symposium Series, 2008, 52(1), 553-554); y también ver las Solicitudes
Internacionales de PCT publicadas (WO 2011/115818, WO 2010/077578, WO2010/036698, W02009/143369, WO
2009/006478 y WO 2007/090071), y la patente de Estados Unidos 7.569.686).

O
O «B O\ «Bx Bx
o~ o™~ om0
S < o~ OMe H;C7 &
) (l) O (|) O
[
~ P\ - NC /P\ .
1 la 2

Bx es una base heterociclica;
Ejemplo 2: Preparacion del compuesto 7
Los compuestos 3 (2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-B-Dgalactopiranosa o galactosamina

pentaacetato) estan disponibles comercialmente. El compuesto 5 se prepar6 de acuerdo con procedimientos
publicados (Weber et al., J. Med. Chem., 1991, 34, 2692).

AcOOAC
AcOOAC 0 /\/\/O‘\
0 TMSOTF, 50°c  AO HO o 5
ACO OAC - N\O -
ACHN CICHzCOHzCI TMSOTf, DCE
3 (93%) 4 (66%)
ACOOAC ACOOAC )
: A o
e} 0 — > AcO \/\/\”/
ACO% ~TYr A MeOH U
AcHN s O (95%) ¢ . O

Ejemplo 3: Preparacion del compuesto 11

Los compuestos 8 y 9 estan disponibles comercialmente.
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NC/\\ \r\\

O o©
EtO
HO _~_CN 9 o HCI, EtOH Y\/O NH,
HO NH, ————> N N\O NH, — >
KOH ac., Reflujo, rt, OFEO O
HO 1,4-dioxano (0] (56%)
8 (40%) Nc\) 10 o "

Ejemplo 4: Preparacion del Compuesto 18

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

EtO. EtO
\(f)l/\(\) benzilcloroformiato \Cr)r\(\) O LiOH. H.O
EtO o NH Dioxano , Na,CO4 EtO, 0 NJJ\O A
7]/\/ 2 6% H /\© Dioxano
O EtO O (86%) O Et0 (0] . (91%)
O)\) 11 O)\)
O H H
>r TNoA~N
HO 0o (0]
o) o 14 ,\j/ N
HO A H oy oy
7]/\,0 N 0o 0 e} 0
H HBTU, DIEA, DMF
OHo O

O
69% 15
5. o5 ol k

AcOOAc

HoN H Q
s o NI LA

5 AcHN o
CF,COOH HzN\/\/N\”/\/O N0 HBTU, DIEA, HOBt
crgoon, oy e
95 % O 0] DMF
16 (64%)

AcOOAc

0 H

ACO&WO\/\/\(N\/\/N\EO
O

AcQOAc  AcHN

Q o

o
SR S S LA

AcHN O

AcQOAC Ho o HONTXg
o N~/
ACO O\/\/\"/
o
AcHN 18

Ejemplo 7: Preparacion del Compuesto 25

El compuesto 24 se prepard segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 6.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

AcOOAc
5 H H
AcO \/\/\H/N\/\/N )
0
AcoOAc  AcHN o ODMT
AcO \/\/\n/ \/\/N\n/\/o H y NQ 1. Anhidrido succinico, DMAP, DCE
AchN 0 o) 2. DMF, HBTU, EtN(iPr), PS-SS

O o
AcO O o
AcHN 24
AcOOAc
O o H H
AcO \/\/\H/N\/\/N\QO
O
AcQOAc AN y ) N @
O N N 0
oot o iy 9
H
AcHN 0O \g/\/ o S
e o
AcOOAc H HN 0
o) N
O\MI/
AcO )
AcHN 25

Ejemplo 39: Método general para la preparacion del compuesto oligomérico 83h que comprende un
conjugado de GalNAcs-3 en el extremo terminal 5' (GalNAcs-1 modificado para la uniéon del extremo 5') a
través de un soporte sdlido

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

4 1. Hp, Pd/C, MeOH (93%)
NN Y\\
o] BnO OH
O o 2.
N\/\/H o) NJ\O 83a
9 0

AcHN

103
ZT

ACO © HBTU, DIEA, DMF, 76%
NHAc HN/\/\N 3. Hy,Pd/C,MeOH
H o]
OAc oﬁo

OAc
AcO O AcO

18 o
AcO AcO

NHAc H
AcHN \/\/NY\\ 5 5
F (o}
N & _0
F O \/\/ o] OH
\COCF3 AcO QAc \/\/\\( \%"NH
& F Acogt;/
,: NHAG /\/\
83c
Piridina:, DMF
OAc o
Aco, \,°
A
AcO PAc AcO
NHAc
. 0 83e
N H 2 5l
N N

AcHN \/\/ N o o R f OLIGO O—IT—O—(CHz)e—NHz
Aco&/ \/\/N\[I/\/O\%*NH 0 Tampon de borato®, DMSO, pH 8.5, rt
0 o)

NHAc
HN/\/\N<
H (0]

83d

i;

83f

NHAc

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

Amoniaco acuoso.
no OH

HO

AcHN \/\/Y N o
© Y\\ )J\/\)j\
N N %NH
HO OHO O\/\/\\( =N \\(\/
HO&/ ( 83h
NHAc _/ﬁ
OH

HO, \,©
HO

OH

| .
N (CHo)s—O— ﬁ Oo—
O

)]
@

NHAc
El compuesto 18 se prepar6 segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 4. Los compuestos 83a y
83b estan disponibles comercialmente. El Compuesto Oligomérico 83e que comprende una hexilamina enlazada a
fosfodiéster se prepard usando procedimientos de sintesis de oligonucleétidos estandar. El tratamiento del
compuesto oligomérico protegido con amoniaco acuoso proporciond el compuesto oligomérico conjugado 5'-
GalNAcs-3 (83h).

En donde GalNAcs-3 tiene la estructura:

HO ©H

HO
O 0O

AcHN \/\/7// \/\/N o)
)1\/\/U\ ,
N —

HO
NHAc HN/\/\N 5
H
O
OHO 0
HO,
HO
NHAc

La porcién de la agrupacion de GalNAcs del grupo conjugado GalNAcs-3 (GalNAcs-3a) puede combinarse
con cualquier fraccion escindible para proporcionar una variedad de grupos conjugados. En donde GalNAcs-3a tiene
la férmula:
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HO QH
HO \/\/Y
AcHN
\/\/N 0 0
H O O
NV G NYVOV}NMH*C”Z)G—O—%
o 0 O o) 0
HO
NHAG i S
H
0
OHO o
HO,
HO
NHAC

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

Se probaron ISIS 655861 y 655862 que comprenden un conjugado GalNAcs-1 en el extremo terminal 3'
cada uno dirigido a SRB-1 en un Unico estudio de administracién para determinar su capacidad de inhibir SRB-1 en
ratones. El compuesto no conjugado original, ISIS 353382, se incluy6 en el estudio para comparacion.

Los ASO son gapmers 5-10-5 MOE, en donde la region de hueco comprende diez 2'-desoxirribonucleésidos
y cada regién de ala comprende cinco nucleésidos modificados con 2'-MOE. Los ASO se prepararon usando
métodos similares a los ilustrados anteriormente en el Ejemplo 19 y se describen en la Tabla 36, a continuacion.

Tabla 36
ASO modificados que comprenden el conjugado GalNAcs-1 en el extremo terminal 3' dirigidos a SRB-1
Ne ISIS Secuencia (5’ a 3’) Quimica SEQID
No.
353382 GesmcesTesTesmCesAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds PS completo no conjugado 2304
(Orlgmal) mcdsTdsTesmCesmCesTeSTe
655861 GesMCesTes Tes"CoesAdsGas Tas"CasAas T asGasAs PS completo con conjugado 2305
mCdsTdsTesmCesmCesTeSTeoAdo"GalNACS'l a Gal NA03-1
655862 GesmceoTeoTeomCeoAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds PS/PO rg::a;zn_ﬁonluQado 2305
mcdsTdsTeomCeomCesTesTeoAdo"GalNAc3'la 3

Subindices: "e" indica nucle6sido modificado con 2'-MOE; "d" indica B-D-2'-desoxirribonucleésido; "s" indica
enlaces internucleosidicos de fosforotioato (PS), "o" indica enlaces internucleosidicos de fosfodiéster (PO); y “0”
indica -OP(=0)(OH)-. El superindice "m" indica 5-metilcitosinas. La estructura de "GalNAcs-1" se muestra en el
Ejemplo 9.

Tratamiento

Se inyecto subcutdneamente a ratones macho Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) una vez a la dosificacion mostrada a continuacion con ISIS 353382, 655861, 655862 o con control
tratado con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Antes del tratamiento, asi como después de la
ultima dosis, se extrajo sangre de cada ratdén y se analizaron muestras de plasma. Los ratones se sacrificaron 72
horas después de la administracién final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 en el higado usando PCR
en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo
con los protocolos estandar. Los niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron con respecto al ARN total (usando
Ribogreen), antes de la normalizacién al control tratado con PBS. Los resultados a continuacion se presentan como
el porcentaje medio de los niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizado al control
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tratado con PBS y se denota como "% de PBS". Los EDso se midieron usando métodos similares a los descritos
anteriormente y se presentan a continuacion.

Como se ilustra en la Tabla 37, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de ARNm
de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis en comparacién con el control tratado con PBS. De hecho, los
oligonucleotidos antisentido que comprenden el conjugado GalNAcs-1 en el extremo terminal 3' (ISIS 655861 y
655862) mostraron una mejora sustancial en la potencia en comparaciéon con el oligonucleétido antisentido no
conjugado (ISIS 353382). Ademas, ISIS 655862 con enlaces PS/PO mixtos mostré una mejora en la potencia con
respecto a PS completo (ISIS 655861).

Tabla 37
Efecto de los enlaces PO/PS sobre la inhibicion antisentido de los ASO que comprenden el conjugado
GalNAcs-1 en el extremo terminal 3' dirigidos a SRB-1

o Dosificacion Niveles de ARNm L SEQID
Ne ISIS (ma/kg) de SRB-1 (% PBS) ED50 (mg/kg) Quimica No.
PBS 0 100 - -
3 76.65
35?’3.82 10 52.40 10.4 PS completo sin conjugado 2304
(original)
30 24.95
0.5 81.22
1.5 63.51 i
655861 55 completo con conjugado 2305
5 24.61 GalNAc3-1
15 14.80
0.5 69.57
1.5 45.78 PS/P ;
655862 13 »S/PO mixto con 2305
5 19.70 conjugado GalNAcz-1
15 12.90

Los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST), en suero, se midieron en relacion con los ratones inyectados con solucion salina usando protocolos estandar.
También se evaluaron los pesos de los érganos. Los resultados demostraron que no se observo elevacion en los
niveles de transaminasas (Tabla 38) o en el peso de los 6rganos (datos no mostrados) en ratones tratados con ASO
en comparacion con el control de PBS. Ademas, los ASO con enlaces PS/PO mixtos (ISIS 655862) mostraron
niveles de transaminasas similares en comparacion con el PS completo (ISIS 655861).

Tabla 38

Efecto de los enlaces PO/PS sobre los niveles de transaminasas de ASO que comprenden el conjugado
GalNAcs-1 en el extremo terminal 3’ dirigidos a SRB-1
Ne ISIS Dosificacion ALT (U/L) AST (U/L) Quimica SEQ ID No.
(mg/kg)
PBS 0 28.5 65 --
3 50.25 89
353382 (original) 10 27.5 79.3 PS completo sin 2304
conjugado
30 27.3 97
0.5 28 55.7
1.5 30 78
655861 PS completo con 2305
5 29 63.5 GalNAc3-1
15 28.8 67.8
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(continuacién)

Efecto de los enlaces PO/PS sobre los niveles de transaminasas de ASO que comprenden el conjugado
GalNAcs-1 en el extremo terminal 3’ dirigidos a SRB-1

Ne ISIS Dosificacion ALT (U/L) AST (U/L) Quimica SEQ D No.
(mg/kg)
0.5 50 75.5
1.5 21.7 58.5 ;
655862 PS/PO mixto con 9305
5 29.3 69 GalNAc;-1
15 22 61

Ejemplo 45: Preparacion del éster PFP, Compuesto 110a
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El compuesto 4 (9,5 g, 28,8 mmoles) se traté con el compuesto 103a o 103b (38 mmoles), individualmente,
y TMSOTTf (0,5 eq.) y tamices moleculares en diclorometano (200 ml), y se agité durante 16 horas a temperatura
ambiente. En ese momento, la capa organica se filtr6 a través de celite, luego se lavé con bicarbonato de sodio,
agua y salmuera. Luego la capa orgéanica se separd y se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se redujo a presion
reducida. El aceite resultante se purificd por cromatografia sobre gel de silice (2%-->10% metanol/diclorometano)
para dar los compuestos 104a y 104b con un rendimiento >80%. LCMS y NMR de protones fueron consistentes con
la estructura.

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

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

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

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

Los compuestos 108a (60%) y 108b (40%) se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos

100a-d (Ejemplo 47), para dar los compuestos 109a y 109b con rendimientos >80%. LCMS y NMR de protones
fueron consistentes con la estructura.
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El Compuesto 109a se tratd en las mismas condiciones que para los compuestos 101a-d (Ejemplo 47), para
dar el Compuesto 110a con un rendimiento del 30-60%. LCMS y NMR de protones fueron consistentes con la
estructura. Alternativamente, el Compuesto 110b puede prepararse de manera similar comenzando con el
Compuesto 109b.

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

TMSOTf, DCE AcO Q O N _NHCBz Pd(OH),/C
4 —_—

H,, MeOH, EtOAc

HBTU, DIEA
DMF
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El compuesto 112 se sintetizé siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (J. Med. Chem. 2004, 47,
5798-5808).

El compuesto 112 (5 g, 8,6 mmol) se disolvié en metanol/acetato de etilo 1:1 (22 ml/22 ml). Se afadi6
hidroxido de paladio sobre carbono (0,5 g). La mezcla de la reaccidn se agité a temperatura ambiente bajo hidrégeno
durante 12 h. La mezcla de la reaccion se filiro a través de una almohadilla de celite y se lavdé con 1:1
metanol/acetato de etilo. El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron hasta la sequedad para producir
el Compuesto 105a (cuantitativo). La estructura fue confirmada por LCMS.

El compuesto 113 (1,25 g, 2,7 mmol), HBTU (3,2 g, 8,4 mmol) y DIEA (2,8 ml, 16,2 mmol) se disolvieron en
DMF anhidro (17 ml) y la mezcla de la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 minutos. A esto se anadio
una solucion del Compuesto 105a (3,77 g, 8,4 mmol) en DMF anhidro (20 ml). La reaccién se agit6 a temperatura
ambiente durante 6 h. El solvente se elimin6 a presién reducida para obtener un aceite. El residuo se disolvio en
CH2Cl2 (100 ml) y se lavé con una solucién acuosa saturada de NaHCO3 (100 ml) y salmuera (100 ml). La fase
organica se separo, se secé (Na2S0a), se filtr6 y se evapor6. El residuo se purifico por cromatografia en columna de
gel de silice y se eluyé con MeOH del 10 al 20% en diclorometano para producir el Compuesto 114 (1,45 g, 30%). La
estructura se confirmé por LCMS y andlisis de 'H NMR.

El compuesto 114 (1,43 g, 0,8 mmol) se disolvi6 en metanol/acetato de etilo 1:1 (4 ml/4 ml). Se anadié
paladio sobre carbono (himedo, 0,14 g). La mezcla de la reaccidon se enjuagd con hidrogeno y se agité a
temperatura ambiente bajo hidrogeno durante 12 h. La mezcla de la reaccién se filtré a través de una almohadilla de
celite. La almohadilla de celite se lavdé con metanol/acetato de etilo (1:1). El filtrado y los lavados se combinaron
juntos y se evaporaron a presion reducida para producir el Compuesto 115 (cuantitativo). La estructura se confirmé
por LCMS y analisis de '"H NMR.
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El compuesto 83a (0,17 g, 0,75 mmol), HBTU (0,31 g, 0,83 mmol) y DIEA (0,26 ml, 1,5 mmol) se disolvieron
en DMF anhidro (5 ml) y la mezcla de la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 5 minutos. A esto se le
afnadié una solucién del Compuesto 115 (1,22 g, 0,75 mmol) en DMF anhidro y la reaccion se agit6 a temperatura
ambiente durante 6 h. El solvente se elimind a presion reducida y el residuo se disolvié en CH2Cl2. La capa organica
se lavo con solucion de NaHCOssaturada acuosa y salmuera y se secd sobre Na2SQO4 anhidro y se filtr6. La capa
organica se concentrd hasta la sequedad y el residuo obtenido se purificd por cromatografia en columna de gel de
silice y se eluy6 con MeOH del 3 al 15% en diclorometano para producir el Compuesto 116 (0,84 g, 61%). La
estructura fue confirmada por LC MS y analisis de '"H NMR.

AcO OAc

O o N__O
AcO \*\)\/
4
AGHN
PdIC, Hy, AcO QAc o

EtOAc, MeOH fe) o
\/(")\/N.—\n/\/ %NH
AcHN

Q
AcO O\/H\/NH 117

OH

116

H
o
AcO O N
AcHN ¢ F F
PFPTFA,DMF, Pyr  aco OAc ' © 0

o O F
%O\/H\/NF\”/\/ %NH
AcHN F

AcHN

El compuesto 116 (0,74 g, 0,4 mmol) se disolvi6 en metanol/acetato de etilo 1:1 (5 ml/5 ml). Se anadié
paladio sobre carbono (humedo, 0,074 g). La mezcla de la reaccion se enjuagd con hidrégeno y se agité a
temperatura ambiente bajo hidrégeno durante 12 h. La mezcla de la reaccion se filtr6 a través de una almohadilla de
celite. La almohadilla de celite se lavdé con metanol/acetato de etilo (1:1). El filtrado y los lavados se combinaron
juntos y se evaporaron a presion reducida para producir el compuesto 117 (0,73 g, 98%). La estructura se confirmé
por LCMS y analisis de '"H NMR.

El compuesto 117 (0,63 g, 0,36 mmol) se disolvi6 en DMF anhidro (3 ml). A esta solucion se le afiadieron
N,N-diisopropiletilamina (70 pl, 0,4 mmol) y trifluoroacetato de pentafluorofenilo (72 pl, 0,42 mmol). La mezcla de la
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 12 h y se vertié en una solucién de NaHCOs acuosa saturada. La
mezcla se extrajo con diclorometano, se lavé con salmuera y se secd sobre Na2SO4 anhidro. La solucién de
diclorometano se concentrd hasta la sequedad y se purificd con cromatografia en columna de gel de silice y se eluyé
con MeOH del 5 al 10% en diclorometano para producir el compuesto 118 (0,51 g, 79%). La estructura fue
confirmada por LCMS y '"Hy 'H y "F NMR.
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Se prepar6 el compuesto oligomérico 119, que comprende un grupo conjugado GalNAcs-7, usando los
procedimientos generales ilustrados en el Ejemplo 46. La porcién de agrupacion de GalNAcs de GalNAcs-7 del
grupo conjugado (GalNAcs-7a) puede combinarse con cualquier fraccion escindible para proporcionar una variedad
de grupos conjugados. En ciertas realizaciones, la fraccién escindible es -P(=0)(OH)-Aq4-P(=0)(OH)-.

La estructura de GalNAcs-7 (GalNAcs-7a-CM-) se muestra a continuacion:

HOOH

HO &WO/\W\NJ\k

HOOH

HO &Q/O/\(")ANJ\/_O\%\ JJ\/\/U\NAM/\OE

AcHN

HQOH /C/
0]
A=tatae’

HO
AcHN

Ejemplo 51: Preparacion del oligonucleotido 155 que comprende GalNAcs -6

0
H o 0
Dot ot QoD
\n/ \/\/I O\[]/N\/\/IN\)J\OH
0~ "OH 2M NaOH 0 7 0H

146
El compuesto 146 se sintetiz6 como se describe en la literatura (Analytical Biochemistry 1995, 229, 54-60).
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El compuesto 4 (15 g, 45,55 mmol) y el compuesto 35b (14,3 gramos, 57 mmol) se disolvieron en CHzCl2
(200 ml). Se anadieron tamices moleculares activados (4 A. 2 g, en polvo), y la reaccion se dej6é agitar durante 30
minutos bajo atmdsfera de nitrégeno. Se anadié6 TMS-OTf (4,1 ml, 22,77 mmol) y la reaccion se dejo agitar a
temperatura ambiente durante la noche. Tras completarse, la reaccion se inactivé vertiéndola en NaHCOs acuoso
saturado (500 ml) y hielo triturado (~150 g). La capa organica se separ6, se lavd con salmuera, se seco sobre
MgSOQs, se filtrd, y se concentré hasta un aceite naranja a presion reducida. El material bruto se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice y se eluyd con MeOH al 2-10% en CH2Cl2 para producir el Compuesto
112 (16,53 g, 63%). LCMS y 'H NMR fueron consistentes con el compuesto esperado.

El compuesto 112 (4,27 g, 7,35 mmol) se disolvié en MeOH/EtOAc 1:1 (40 ml). La mezcla de la reaccion se
purgd burbujeando una corriente de argén a través de la solucion durante 15 minutos. Se anadi6 catalizador de
Pearlman (hidroxido de paladio sobre carbono, 400 mg) y se burbujed gas de hidrégeno a través de la solucion
durante 30 minutos. Tras finalizar (TLC 10% de MeOH en CH2Clz2y LCMS), el catalizador se eliminé por filtracion a
través de una almohadilla de celite. El filirado se concentrd por evaporacion rotatoria y se secd brevemente a alto
vacio para producir el Compuesto 105a (3,28 g). LCMS y 1H NMR fueron consistentes con el producto deseado.

El compuesto 147 (2,31 g, 11 mmol) se disolvi6 en DMF anhidro (100 ml). Se afnadié N,N-
diisopropiletilamina (DIEA, 3,9 ml, 22 mmol), seguido de HBTU (4 g, 10,5 mmol). La mezcla de la reaccién se dejé
agitar durante ~15 minutos bajo nitrégeno. A esto se afadié una solucién del compuesto 105a (3,3 g, 7,4 mmol) en
DMF seco y se agit6 durante 2 h en atmdésfera de nitrdgeno. La reaccion se diluy6 con EtOAc y se lavé con NaHCOs
acuoso saturado y salmuera. La fase organica se separo, se sec6 (MgSOas), se filtro y se concentr6 hasta un jarabe
naranja. El material en bruto se purificé por cromatografia en columna de MeOH al 2-5% en CH2Cl2 para producir el
Compuesto 148 (3,44 g, 73%). LCMS y "H NMR fueron consistentes con el producto esperado.

El compuesto 148 (3,3 g, 5,2 mmol) se disolvi6 en MeOH/EtOAc 1:1 (75 ml). La mezcla de la reaccién se
purgd burbujeando una corriente de argén a través de la solucion durante 15 minutos. Se anadi6 catalizador de
Pearlman (hidréxido de paladio sobre carbono) (350 mg). Se burbuje6 gas de hidrégeno a través de la solucion
durante 30 minutos. Tras la finalizacién (TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se eliminé por filtracion
a través de una almohadilla de celite. El filtrado se concentrd por evaporacion rotatoria y se secé brevemente a alto
vacio para producir el Compuesto 149 (2,6 g). LCMS fue consistente con el producto deseado. El residuo se disolvié
en DMF seco (10 ml) que se usé inmediatamente en el siguiente paso.
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El compuesto 146 (0,68 g, 1,73 mmol) se disolvié en DMF seco (20 ml). A esto se le afiadieron DIEA (450
pl, 2,6 mmol, 1,5 eq.) Y HBTU (1,96 g, 0,5,2 mmol). La mezcla de la reaccion se dejé agitar durante 15 minutos a
temperatura ambiente bajo nitrégeno. Se anadié una solucion del compuesto 149 (2,6 g) en DMF anhidro (10 ml). El
pH de la reaccion se ajusté a pH = 9-10 mediante la adicion de DIEA (si era necesario). La reaccién se dejé agitar a
temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 2 h. Tras la finalizacion la reaccion se diluyé con EtOAc (100 ml), y se
lavé con NaHCOs acuoso saturado, seguido de salmuera. La fase organica se separo, se secd sobre MgSOs, se
filtrd, y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice y se eluyé con MeOH al 2-
10% en CH2Cl2 para producir el Compuesto 150 (0,62 g, 20%). LCMS y 'H NMR fueron consistentes con el producto
deseado.

El compuesto 150 (0,62 g) se disolvi6 en MeOH/EtOAc 1:1 (5 I). La mezcla de la reaccion se purgd
burbujeando una corriente de argdén a través de la solucion durante 15 minutos. Se anadié catalizador de Peariman
(hidréxido de paladio sobre carbono) (60 mg). Se burbuje6 gas hidrogeno a través de la solucion durante 30 minutos.
Tras la finalizacion (TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se eliminé por filtracién (filtro de teflon con
punta de jeringuilla, 0,45 ym). El filtrado se concentrdé por evaporacién rotatoria y se seco brevemente a vacio alto
para producir el Compuesto 151 (0,57 g). La LCMS fue consistente con el producto deseado. El producto se disolvié
en 4 ml de DMF seco y se usé inmediatamente en el paso siguiente.
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El compuesto 83a (0,11 g, 0,33 mmol) se disolvi6 en DMF anhidro (5 ml) y se anadieron N,N-
diisopropiletilamina (75 pl, 1 mmol) y PFP-TFA (90 pl, 0,76 mmol). La mezcla de la reaccién se volvi6 magenta tras
el contacto y gradualmente se volvié naranja durante los siguientes 30 minutos. El progreso de la reaccion se
monitorizé por TLC y LCMS. Tras la finalizacion (formacion del éster de PFP), se afiadié una solucion del compuesto
151 (0,57 g, 0,33 mmol) en DMF. El pH de la reaccion se ajusté a pH = 9-10 mediante la adicion de N,N-
diisopropiletilamina (si fue necesario). La mezcla de la reaccién se agitd bajo nitrégeno durante ~30 min. Tras la
finalizacién, la mayoria del solvente se elimind a presion reducida. El residuo se diluyé con CH2Cl2 y se lavo con
NaHCOs acuoso saturado, seguido de salmuera. La fase organica se separd, se secé sobre MgSOQas, se filtré y se
concentré hasta un jarabe de color naranja. El residuo se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice
(MeOH al 2-10% en CH2Cl2) para producir el Compuesto 152 (0,35 g, 55%). LCMS y 'H NMR fueron consistentes
con el producto deseado.

El compuesto 152 (0,35 g, 0,182 mmol) se disolvié en MeOH/EtOAc 1:1 (10 ml). La mezcla de la reaccion
se purg6 burbujeando una corriente de argén a través de la solucion durante 15 minutos. Se afadi6é catalizador de
Pearlman (hidréxido de paladio sobre carbono) (35 mg). Se burbujed gas de hidrégeno a través de la solucion
durante 30 minutos. Una vez completado (TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se elimind por
filtracion (filtro de teflén con punta de jeringuilla, 0,45 pum). El filtrado se concentrd por evaporacién rotatoria, y se
seco brevemente a vacio alto para producir el Compuesto 153 (0,33 g, cuantitativo). La LCMS fue consistente con el
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producto deseado.

El compuesto 153 (0,33 g, 0,18 mmol) se disolvi6 en DMF anhidro (5 ml) con agitacion bajo nitrégeno. A
esto se afnadieron N,N-diisopropiletilamina (65 pl, 0,37 mmol) y PFP-TFA (35 pl, 0,28 mmol). La mezcla de la
reaccion se agité bajo nitrégeno durante ~30 min. La mezcla de la reaccién se volvi6 magenta al contacto y
gradualmente se volvié naranja. El pH de la mezcla de la reaccion se mantuvo a pH = 9-10 afiadiendo mas N,N-
diisopropiletilamina. El progreso de la reaccion se monitorizé6 por TLC y LCMS. Tras la finalizacién, la mayoria del
solvente se elimind a presion reducida. El residuo se diluyé con CH2Cl2 (50 ml), y se lavé con NaHCOs acuoso
saturado, seguido de salmuera. La capa organica se secd sobre MgSQs4, se filtr6 y se concentr6 hasta un jarabe
naranja. El residuo se purificé por cromatografia en columna y se eluyé con MeOH al 2-10% en CH2Cl2 para producir
el Compuesto 154 (0,29 g, 79%). LCMS y 'H NMR fueron consistentes con el producto deseado.

o 83e
3 5 I HOOH 0
OLIGO }FO-P-0O-(CH,)sNH 0
I (CH2)e NH; HO & : O/\H;\N)H
o AcHN : HN
c
1. Tampon de borato, DMSO, HOOH 0 O
o pH 8.5, it ' ' Q J\/H H y
| HO N Y N MY S Mo
2. amoniaco ac., rt @) 4 (6] O >
AcHN B
HQOH LN 0
0]
O N
Ho&&/ /\H;\H 0 155
AcHN

El compuesto oligomérico 155, que comprende un grupo conjugado GalNAcs-6, se preparé usando los
procedimientos generales ilustrados en el Ejemplo 46. La porcion de agrupacién de GalNAcs del grupo conjugado
GalNAcs-6 (GalNAc3-6a) puede combinarse con cualquier fraccion escindible para proporcionar una variedad de
grupos conjugados. En ciertas realizaciones, la fraccion escindible es -P(=0)(OH)-Aq¢-P(=0)(OH)-.

La estructura de GalNAcs-6 (GalNAcs-6a-CM-) se muestra a continuacion:

HOOH 0
0
o= o H
AcHN HN
HQOH ¢ O H ©
0 JA_N H H
HO N T Y N Y YN :
o 40 o]
AcHN
H
N

AcHN

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

Los oligonucledétidos enumerados a continuacién se probaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones. El ISIS 353382 no conjugado se incluyé como estandar. Cada uno de los
diversos grupos conjugados de GalNAcs se uni6 en el extremo terminal 5' del oligonucleétido respectivo mediante un
nucledsido de 2'-desoxiadenosina enlazado a fosfodiéster (fraccion escindible) excepto para ISIS 655861 que tenia
el grupo conjugado GalNAcs unido en el extremo terminal 3'.

Tabla 42
ASOS modificados dirigidos a SRB-1
ASO Secuencia (5’ a 3') Motivo | Conjugado SEQ ID No.
GesmcesTesTesmcesAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds 5/10/5 no 2304

ISIS 353382 (original) - o ‘uaad
CdsTdsTes Ces CesTesTe conjugaao
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(continuacion)

ASOS modificados dirigidos a SRB-1

ASO Secuencia (5’ a 3’) Motivo | Conjugado | SEQID No.
S| ] Ges"CosTes Tes"CesAdsGas Tas " CasAds TasGasAds | 5/10/5 GalNAcj3-1 2305
SIS 65586 mCdsTdsTesmCesmCesTesTeoAdo"GalNACS'la
GalNAc3'2a'O’AdoGcsmccsTesTesmCesAdsGdsTds 5/10/5 GalNAcj3-2 2306
ISIS 664507 mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe
GalNAc¢3-3a-00Ado 5/10/5 | GalNAcs-3 | 2304
ISIS 661161 Ges™Cos Tes TesMCesAdsGas Tas"CasAds TasGasAds

mCdsTdsTesmCesmCesT esTe

GalNAC3-52-0' AdoGes"Ces Tes Tes " CesAdsGas Tas 5/10/5 GalNAcj3-5 2306

ISIS 666224 mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe
GalNAC3-0a— AdoGes"Cos Tes Tes"CesAdsGas Tas 5/10/5 GalNAc3-6 2306
ISIS 666961 mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe
GalNAc3'7a'0’AdoGesmCeSTesTesmCesAdsGdsTds 5/10/5 GalNAc3-7 2306
ISIS 666981 mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe

ISIS 666881 GalNAc?)‘10a'o’AdoGesmCesTesTesmCesAdsGdsTds 5/10/5 GaINA03- 2306

mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe 10

Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil citosina.
Subindices: "e" indica un nucleésido modificado con 2'-MOE; "d" indica un 3-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica un
enlace internucleosidico de fosforotioato (PS), "0o" indica un enlace internucleosidico de fosfodiéster (PO); y “0”
indica -OP(=0)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-2a se
ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 37. La estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-5a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 49. La estructura de GalNAcs-
6a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 51. La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se ha mostrado anteriormente en el ejemplo 46.

Tratamiento

Se inyecté a ratones Balb/c macho de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) por via
subcutanea una vez a la dosificacion mostrada a continuacioén con ISIS 353382, 655861, 664507, 661161, 666224,
666961, 666981, 666881 0 con solucion salina. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Los ratones se
sacrificaron 72 horas después de la administracién final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 en el higado
usando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene,
OR) de acuerdo con los protocolos estandar. Los resultados a continuaciéon se presentan como el porcentaje omedio
de los niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizado para el control de solucién salina.

Como se ilustra en la Tabla 43, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de ARNm
de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis. De hecho, los oligonuclettidos antisentido conjugados mostraron
una mejora sustancial en la potencia en comparacion con el oligonucleétido antisentido no conjugado (ISIS 353382).
Los oligonucleétidos antisentido conjugados 5' mostraron un ligero aumento en la potencia en comparacién con el
oligonucledtido antisentido conjugado 3'.

Tabla 43
Ne ISIS | Dosificacion ARNmM de SRB-1(% Conjugado
(mg/kg) Solucién salina)
Solucién n/a 100.0
salina
3 96.0
353382 10 73.1 ninguno
30 36.1
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(continuacién)

Ne ISIS | Dosificacion ARNm de SRB-1(% Conjugado
(mg/kg) Solucién salina)
0.5 99.4
1.5 81.2
655861 GalNAc3-1(3))
5 33.9
15 15.2
0.5 102.0
1.5 73.2
664507 GalNAc3-2 (5))
5 31.3
15 10.8
0.5 90.7
1.5 67.6
661161 GalNAc3-3 (5))
5 24.3
15 11.5
0.5 96.1
1.5 61.6
666224 GalNAc3-5 (5')
5 25.6
15 11.7
0.5 85.5
1.5 56.3
666961 GalNAc3-6 (5')
5 34.2
15 13.1
0.5 84.7
1.5 59.9
666981 GalNAc3-7 (5))
5 24.9
15 8.5
0.5 100.0
1.5 65.8
666881 GalNAc3-10(5)
5 26.0
15 13.0

Se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST), en suero, con respecto a los ratones inyectados con solucién salina usando protocolos
estandar. También se evaluaron la bilirrubina total y BUN. El cambio en los pesos corporales se evalué sin un
cambio significativo del grupo de solucion salina. Los valores de ALT, AST, bilirrubina total y BUN se muestran en la

Tabla 44 a continuacién.
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Tabla 44
Ne ISIS | Dosificacion ALT | AST | Bilirrubina BUN | Conjugado
mg/kg total
Solucion 26 57 0.2 27
salina
3 25 92 0.2 27
353382 | 10 23 40 0.2 25 ninguno
30 29 54 0.1 28
0.5 25 71 0.2 34
1.5 28 60 0.2 26
655861 GalNAc3-1 (3)
5 26 63 0.2 28
15 25 61 0.2 28
0.5 25 62 0.2 25
1.5 24 49 0.2 26
664507 GalNAcs-2 (5))
5 21 50 0.2 26
15 59 84 0.1 22
0.5 20 42 0.2 29
1.5¢g 37 74 0.2 25
661161 GalNAc3-3 (5)
59 28 61 0.2 29
15 21 41 0.2 25
0.5 34 48 0.2 21
1.5 23 46 0.2 26
666224 GalNAc3-5 (5)
5 24 47 0.2 23
15 32 49 0.1 26
0.5 17 63 0.2 26
1.5 23 68 0.2 26
666961 GalNAc3-6 (5)
5 25 66 0.2 26
15 29 107 0.2 28
0.5 24 48 0.2 26
1.5 30 55 0.2 24
666981 GalNAc3-7 (5)
5 46 74 0.1 24
15 29 58 0.1 26
0.5 20 65 0.2 27
1.5 23 59 0.2 24
666881 GalNAc3-10 (5')
5 45 70 0.2 26
1R 4 Rr7 n o A

Ejemplo 60: Efectos de los ASO conjugados dirigidos a SRB-1 in vitro

Los oligonuclettidos enumerados a continuacién se probaron en un estudio de dosis multiples para la
inhibicion antisentido de SRB-1 en hepatocitos primarios de ratén. ISIS 353382 se incluyé como un estandar no
conjugado. Cada uno de los grupos conjugados se unié en el extremo terminal 3'o 5' del oligonucleétido respectivo
mediante una fraccion escindible de nucledsido de 2'-desoxiadenosina enlazada a fosfodiéster.
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Tabla 52
ASOS modificados dirigidos a SRB-1
ASO Secuencia (5’ a 3’) Motivo | Conjugado SEQID No.
m, m, m,
ISIS 353382 Ges CesTesTes CesAdsGdsTds CdsAdsTdsGdsAds 5/10/5 ninguno 2304

mCdsTdsTesmCesmCeSTeSTe

GesmcesTesTesmcesAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds

mCdsTdsTesmCesmCesTesTeoAdo"GalNAc3'1a
GesmCeoTeoTeomCeoAdsGdsTdsmCdSAdsTdsGdSAds
ISIS 655862 mCdSTdSTeomCeomCesTesTeoAdo"GalNACS'la 5/10/5 GalNA03'1 2305

ISIS 661161 GaNAC-3ar A Ges"CesTes Ter"CaAaslis 510/5 | GalNAcs3 | 2306
TdsmcdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe a Cs-

ISIS 665001 GalNACsBao Mgl CosTes Tos"CasAasic 510/5 | GalNAcy-8 | 2306
TdsmcdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe a Cs-

SIS 664078 GesmcesTesTesmCesAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds oy GalNACA-9 230
mCdsTdsTesmCesmCesTesTeoAdo"GalNAc3'9a 5 5 a Ca 5

ISIS 666961 GaNACs-Gaw AauGes"CosTesTes" CeoAias 510/5 | GalNAcs6 | 2306
TdsmcdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe a Cs-

GalNAcS'Za'o’AdoGesmcesTesTesmCesAdsGdsTds

ISIS 655861 5/10/5 | GalNAcz-1 2305

ISIS 664507 mcdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe 5/10/5 GaINAc3-2 2306
GalNAC3'loa'o’AdoGesmCesTesTeSmCesAdsGdsTds

ISIS 666881 mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe 5/10/5 GaINA03-1 0 2306
GalNACS'Sa'o’AdoGesmcesTesTcschSAdsGdsTds

ISIS 666224 mCdSAdSTdSGdSAdSmCdsTdsTesmCesmCeSTesTe 5/10/5 GaINAc3-5 2306

sisessost | O nNACTTavAdwGe Calale CattanGaTa) o0 1 o ae 2 | 2a06
mCdSAdSTdSGdSAdSmCdsTdsTesmCesmCeSTesTe a Cs

Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil citosina.
Subindices: "e" indica un nucle6sido modificado con 2'-MOE; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica un
enlace internucleosidico de fosforotioato (PS), "o" indica un enlace internucleosidico de fosfodiéster (PO); y “0”
indica -OP(=0)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

y

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a
se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-8a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 47. La estructura de GalNAcs-9a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 52. La estructura de GalNAcs-
6a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 51. La estructura de GalNAcs-2a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 37. La estructura de GalNAcs-10a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 46. La estructura de
GalNAcs-5a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 49. La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado
anteriormente en el Ejemplo 48.

Tratamiento

Los oligonucle6tidos enumerados anteriormente se probaron in vitro en células de hepatocitos de raton
primarias colocadas en placas a una densidad de 25.000 células por pocillo y se trataron con oligonucleétidos
modificados 0,03, 0,08, 0,24, 0,74, 2,22, 6,67 o0 20 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente
16 horas, se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm mediante PCR cuantitativa en tiempo
real y se ajustaron los niveles de ARNm de SRB-1 de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por
RIBOGREEN®.

La ICso se calcul6 usando métodos estandar y los resultados se presentan en la Tabla 53. Los resultados
muestran que, en condiciones de captacion libre en las que no se usan reactivos o técnicas de electroporacion para
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promover artificialmente la entrada de los oligonucleétidos en las células, los oligonucledtidos que comprenden un
conjugado GalNAc fueron significativamente mas potentes en los hepatocitos que el oligonucleétido original (ISIS
353382) que no comprende un conjugado GalNAc.

Tabla 53
ASO ICs0(nM) | Enlaces Conjugado SEQ ID No.

internucleosidicos
ISIS 353382 1902 PS ninguno 2304
ISIS 655861 114 PS GalNAc3-1 2305
ISIS 655862 3 PO/PS GalNAc3-1 2305
ISIS 661161 154 PS GalNAc3-3 2306
ISIS 665001 20 PS GalNAc3-8 2306
ISIS 664078 55 PS GalNAc3-9 2305
ISIS 666961 223 PS GalNAc3-6 2306
ISIS 664507 30 PS GalNAc3-2 2306
ISIS 666881 30 PS GalNAc3-10 2306
ISIS 666224 304 PS GalNAc3-5 2306
ISIS 666981 40 PS GalNAc3-7 2306

Ejemplo 79: Duracion de la accidén in vivo de oligonucleétidos dirigidos a APOC-Ill que comprenden un
conjugado de GalNAcs

para determinar la duracion de la accién en ratones.

Los oligonucle6tidos enumerados en la Tabla 70 a continuacién se probaron en un estudio de dosis Unica

Tabla 70
ASO modificados dirigidos a APOC-III
Ne ISIS Secuencias (5’ a 3) Agrupoacién de | CM | SEQ ID No.
GaINA03
AcsGesmCesTesTcsmCdsTdsTdsGdsTdsmCdsmCdsAdsGdsmCdsTesTes
304801 T AT n/a na | 2296
esiresle
AesGesmcesTesTesmCdsTdsTdsGdsTdsmCdsmCdsAdsGdsmCdsTesTes
647535 TesAosTeoAdgor-GalNACs-1, GalNAcs-1, Aqg 2297
GalNAC3—3 a‘o’AdersGesmCesTesTesmCdsTdsTdsGdsTdsmCds
663083 GalNAc3-3 A 2312
mCdSAdSGdSmCdSTCSTCS TesAesTe a Ca>a d
674449 GalNAc3'7a'o’AdersGes CesTesTes CdsTdsTdsGdsTds Cds GaINA03-7a Ad 2312
InCdslﬁds(}dsmcdsTesTes TesAesTe
674450 GalNAc?)'lOa'o’AdersGes CesTesTes CdsTdsTdsGdsTds Cds GaINA03-1 Oa Ad 2312
mcdsAdsGdsmCdsTesTes TesAesTe
GalNACS'l 3a'0’AdersGesmCesTcsTesmC dSTdSTdSGdSTdSmCdS
674451 A 460G Ce Tos Tos TesAee Te GalNAc3-13a Aqg 2312

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se ha mostrado en

el Ejemplo 39, GalNAc3-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48, GalNAc3-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46 y
GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62.

Tratamiento
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Se inyecté a ratones transgénicos de seis a ocho semanas de edad que expresan APOC-IIl humano por via
subcutanea una vez con un oligonucleétido enumerado en la Tabla 70 o con PBS. Cada grupo de tratamiento
consistié de 3 animales. Se extrajo sangre antes de la dosificacién para determinar el valor de referencia y a las 72
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas y 6 semanas después de la dosis. Los niveles de

triglicéridos en plasma y proteinas APOC-IIl se midieron como se describe en el Ejemplo 20. Los resultados a
continuacion se presentan como el porcentaje medio de niveles de triglicéridos en plasma y APOC-IIl para cada

grupo de tratamiento, normalizados a los niveles de referencia, mostrando que los oligonucleétidos que comprenden
un grupo conjugado GalNAc mostraron una duracién mas prolongada de accién que el oligonucleétido original sin un
grupo conjugado (ISIS 304801) a pesar de que la dosificacion del original fue tres veces la dosificacién de los
oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc.

Tabla 71

Niveles de triglicéridos en plasma y proteinas APOC-IIl en ratones transgénicos

Punto temporal

Nelsis | (el | (e e de g e e | de Galaey | OM
referencia)
3 97 102
7 101 98
14 108 98
PBS n/a 21 107 107 n/a n/a
28 94 91
35 88 90
42 91 105
3 40 34
7 41 37
14 50 57
304801 30 21 50 50 n/a n/a
28 57 73
35 68 70
42 75 93
3 36 37
7 39 47
14 40 45
647535 10 21 41 41 GalNAcs-1a Aq
28 42 62
35 69 69
42 85 102
3 24 18
7 28 23
14 25 27
663083 10 21 28 28 GalNAc3-3a Aq
28 37 44
35 55 57
42 60 78
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(continuacion)

Niveles de triglicéridos en plasma y proteinas APOC-IIl en ratones transgénicos

N2 ISIS Dosificacion Fzgratg gzrg;)l:)érsal Triglicéridos (% valor | Proteina APOC-III Agrupacién de oM
(mg/kg) de la dosis de referencia) (% de valor de GalNAc3
referencia)
3 29 26
7 32 31
14 38 41
674449 10 21 44 44 GalNAcs-7a Aq
28 53 63
35 69 77
42 78 99
3 33 30
7 35 34
14 31 34
674450 10 21 44 44 GalNAcs-10a Aq
28 56 61
35 68 70
42 83 95
3 35 33
7 24 32
14 40 34
674451 10 21 48 48 GalNAc3-13a Aqg
28 54 67
35 65 75
42 74 97

Ejemplo 80: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a la antitripsina alfa-1 (A1AT) que
comprende un conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 72 a continuacion se probaron en un estudio para la inhibicién

dependiente de la dosis de A1AT en ratones.

Tabla 72
ASO modificados dirigidos a A1AT
Ne ISIS Secuencias (5’ a 3) GalNAcg Cluster | CM | SEQ ID No.
AesmcesmcesmcesAesAdsTdsTdsmCdsAdsGdsAdsAdsGdsGdsAesAes
476366 GG, n/a n/a 2313
es\Jeslre
AesmcesmcesmCesAesAdsTdsTdsmCdsAdsGdsAdsAdsGdsGdsAesAes
656326 GesGesAeoAdo"GalNACS'la GaINA03-1 a Ad 2314
678381 GalNAc3'3a'0’AdoAesmcesmcesmCesAesAdsTdsTdSmCdsAdsGdsAds Gal NAc3-Sa Ad 2315
AdsGdSGdsAeSAes GesGesAe
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(continuacién)
ASO modificados dirigidos a A1AT

Ne ISIS Secuencias (5’ a 3’) GalNAcgz Cluster | CM | SEQ ID No.
GalNA ¢3-7a-0' AdoAcs " Cos"Ces"CesAcsAds Tds Tdas " CasAds GasAds
678382 AdGaGaA wcAes GosGesAv GalNAc3-7a Aq 2315
678383 | CAINACT10i0AdAs"Co™Co"CaAesAasTasTe"CastasGas | qaNacs10a | Aq 2315
AdsAdsGasGasAesAes GesGesAe
GalNAC3-13.-0AdoAcs "Cos " Cos " CesAcsA gs Tas Tas™ CasAasGas
678384 AgsAdsGusGusAccAns GesGecAs GalNAc3-13a Ag 2315

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se ha mostrado en
el Ejemplo 39, GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48, GalNAcs-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46 y
GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62.

Tratamiento

Se inyecté a ratones C57BL/6 macho de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) cada
uno por via subcutanea una vez por semana a la dosificacién mostrada a continuacion, para un total de tres dosis,
con un oligonucledtido enumerado en la Tabla 72 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales.
Los ratones fueron sacrificados 72 horas después de la administracion final. Los niveles de ARNm hepaticos de
A1AT se determinaron usando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular
Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar. Los niveles de proteina en plasma de A1AT se
determinaron usando el ELISA de alfa 1-antitripsina de raton (N° de catélogo 41-A1AMS-E01, Alpco, Salem, NH).
Los resultados a continuacién se presentan como el porcentaje medio de ARNm hepatico de A1AT y los niveles de
proteina en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizado para el control de PBS.

Como se ilustra en la Tabla 73, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de ARNm
hepatico de A1AT y proteina de A1AT en plasma de una manera dependiente de la dosis. Los oligonucleétidos que
comprenden un conjugado GalNAc fueron significativamente mas potentes que el original (ISIS 476366).

Tabla 73
ARNm hepatico de A1AT y niveles de proteinas en plasma
Ne [SIS | Dosificacion ARNmM hepatico de A1AT Proteina en plasma de A1AT | Agrupacion de CM
(mg/kg) (% PBS) (% PBS) GalNAcg

PBS n/a 100 100 n/a n/a
5 86 78

476366 15 73 61 n/a n/a
45 30 38
0.6 99 90
2 61 70

656326 GalNAcs-14 Ag
6 15 30
18 6 10
0.6 105 90
2 53 60

678381 GalNAc3-3a Aq
6 16 20
18 7 13
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ARNm hepatico de A1AT y niveles de proteinas en plasma

Ne [SIS | Dosificacién ARNmM hepatico de A1AT Proteina en plasma de A1AT | GalNAcg Cluster | CM
(mg/kg) (% PBS) (% PBS)
0.6 90 79
2 49 57
678382 GalNAcs-74 Ag
6 21 27
18 8 11
0.6 94 84
2 44 53
678383 GalNAcs-104 Aq
6 13 24
18 6 10
0.6 106 91
2 65 59
678384 GalNAcs-13a Aq
6 26 31
18 11 15

La transaminasa hepatica y los niveles de BUN en plasma se midieron en el momento del sacrificio usando
protocolos estandar. También se midieron los pesos corporales y de los 6rganos. Los resultados se muestran en la
Tabla 74 a continuacion. El peso corporal se muestra como % con respecto al valor de referencia. Los pesos de los
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6rganos se muestran como % del peso corporal con respecto al grupo de control de PBS.

Tabla 74
I Peso .
Ne SIS Dosificaci | ALT AST BUN Corporal (% Peso del Peso del riion | Peso del bazo
B on (mg/kg)| (U/L) (U/L) (mg/dL) valor de higado (Rel (Rel % BW) (Rel % BW)
referencia) % BW)
PBS n/a 25 51 37 119 100 100 100
5 34 68 35 116 91 98 106
476366 15 37 74 30 122 92 101 128
45 30 47 31 118 99 108 123
0.6 29 57 40 123 100 103 119
2 36 75 39 114 98 111 106
656326
6 32 67 39 125 99 97 122
18 46 77 36 116 102 109 101
0.6 26 57 32 117 93 109 110
2 26 52 33 121 96 106 125
678381
6 40 78 32 124 92 106 126
18 31 54 28 118 94 103 120
0.6 26 42 35 114 100 103 103
2 25 50 31 117 91 104 117
678382
6 30 79 29 117 89 102 107
18 65 112 31 120 89 104 113
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continuacién)
. Peso .
Ne ISIS Dosificaci | ALT AST BUN Corporal (% Peso del Peso del riién | Peso del bazo
h 6n (mg/kg)| (U/L) (U/L) (mg/dL) valor de higado (Rel (Rel % BW) (Rel % BW)
referencia) % BW)
0.6 30 67 38 121 91 100 123
2 33 53 33 118 98 102 121
678383
6 32 63 32 117 97 105 105
18 36 68 31 118 929 103 108
0.6 36 63 31 118 98 103 98
2 32 61 32 119 93 102 114
678384
6 34 69 34 122 100 100 96
18 28 54 30 117 98 101 104

Ejemplo 81: Duracion de la acciéon in vivo de oligonucledtidos dirigidos a A1AT que comprenden un
conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 72 se probaron en un estudio de dosis Unica para determinar
la duracién de la accion en ratones.

Tratamiento

Se inyectd a ratones C57BL/6 macho de seis semanas de edad por via subcutdnea una vez con un
oligonucleotido enumerado en la Tabla 72 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Se extrajo
sangre el dia antes de la dosificacion para determinar el valor de referencia y a los 5, 12, 19 y 25 dias después de la
dosis. Los niveles de proteina ATAT en plasma se midieron mediante ELISA (ver el Ejemplo 80). Los resultados a
continuacion se presentan como el porcentaje medio de los niveles de proteina de A1AT en plasma para cada grupo
de tratamiento, normalizado a los niveles de referencia. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden un conjugado de GalNAc fueron mas potentes y tuvieron una mayor duracion de accién que el original
que carecia de un conjugado GalNAc (ISIS 476366). Ademas, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado
5'-GalNAc (ISIS 678381, 678382, 678383, y 678384) fueron generalmente incluso mas potentes con una duracién de
accion incluso mas larga que el oligonucleétido que comprende un conjugado 3'-GalNAc (ISIS 656326).

Tabla 75

Niveles de proteina de A1AT en plasma en ratones
Ne ISIS Dosificacion Punto temporal (dias A1AT (% valor de Agrupacién CM
(mg/kg) después de la dosis) referencia) GalNAcs
5 93
12 93
PBS n/a n/a n/a
19 90
25 97
5 38
12 46
476366 100 n/a n/a
19 62
25 77
5 33
12 36
656326 18 GalNAcs-1a Ag
19 51
25 72
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Niveles de proteina de A1AT en plasma en ratones
Ne SIS Dosificacion Punto temporal (dias A1AT (% valor de Agrupacién CM
(mg/kg) después de la dosis) referencia) GalNAcs
5 21
12 21
678381 18 GalNAcs-3a Aq
19 35
25 48
5 21
12 21
678382 18 GalNAcs-7a Aq
19 39
25 60
5 24
12 21
678383 18 GalNAcs-10a Ag
19 45
25 73
5 29
12 34
678384 18 GalNAcs-13a Ag
19 57
25 76

Ejemplo 82: Inhibicion antisentido in vitro por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden un
conjugado GalNAcs

Se sembraron hepatocitos de higado de raton primarios en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo 2
horas antes del tratamiento. Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 76 se agregaron a 2, 10, 50 0 250 nM en
medio de Williams E y las células se incubaron durante la noche a 37° C en 5% de COz. Las células se lisaron 16
horas después de la adicion de oligonucleoétidos, y el ARN total se purificd usando RNease 3000 BioRobot (Qiagen).
Los niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron usando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificaciéon de ARN
RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar. Los valores de ICso se
determinaron usando el software Prism 4 (GraphPad). Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden una variedad de diferentes grupos conjugados GalNAc y una variedad de fracciones escindibles
diferentes son significativamente mas potentes en un experimento de captacion libre in vitro que los oligonucledtidos
originales que carecen de un grupo conjugado GalNAc (ISIS 353382 y 666841).

Tabla 76
Inhibicion de la expresion de SRB-1 in vitro
- Agrupacion IC5g SEQ
N2 ISIS Secuencia (9'a¥ Enlaces CM
( ) GalNAc (nh) ID No.
m._, m m,
353382 Gl.‘-ﬁ CQSTC-im = CC-iAd;Gd-i’];& Cd-iAd&TdSGdSAdﬁ PS n/a n/a 250 2304
CdsTdaTus Ccs Cs:sTusTu
655861 GEﬁmccﬁTL‘e&TﬁmCrﬁAdSGdSTGEmCdSAdETdsGdSAdS PS GalNACs Ad 40 2305
mcdsTlJsTu:InCuschsTusTuuA-du"GaI-NA-‘:3'I a -la
m.., m.,
661161 GalNAc3-3u-D'AduGcs CusTcsTcs CcaA-dSGd_'-.Tdb PS GalNACS Ad 40 2306
m m m m
CdsAdedsGdsAds Cdz.Tds Tus Ccs CusTusTu _Sa
GaINACS'3a'0'AdoGcsmccoTcoTcomcmAdsﬂdsTds GalNACs
661162 a X oo L POIPS _3 A | 8 | 2306
Cd_iAleTdsGdaAds CdsTds Tuu Cuo CL'ST;:sTc a
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Inhibicién de la expresion de SRB-1 in vitro

o ) . Agrupacién ICsp SEQ
Ne ISIS Secuencia (9'a3’) Enlaces GalNAC CMm (nM) ID No.
564078 G._-e.'1:1C._-e.'TfsTesTCcs{slquaTdsmCdu?ldsTdsGdsAds PS GalNAC, Ag 20 2305

PCaTasTes™Cos™Cos Tes TeoA g -GalN A9y -9,
665001 GalNAC3-8,-0 Ao Ges"Cos Tes Ted"Ces A gs G T PS GalNAc; Ag 70 2306
mCdsAdsTd_\:GdsAdsmCdsTdsTL':smCusmCusTusTc ‘Ba
GaINAfZ"S:'n'AdnGcs‘"C:sTcsTcsmCﬁAdsGdsTds GaINACS
666224 PSS 80 2306
mCds*'&l-dsTdsGdSA smCd_\desTvaivasmCusTusTc _55 Ad
666841 G C“"T“;,T” C“Adfid{f‘ CohoTalaAd POIPS n/a nia | »250 | 2304
Cdssz.Tsu Cuu CcsTuz.Tu
666881 GalNA 31000 Ao Ges"Cos Tes Tes"CosAdsGas Tas PS GalNAcs Ag 30 2306
mCdsA dsTdsGdsAdsmC d_\:deTLsmC usmCuaTusTL' -1 Oa
£66904 GaINAca-sa-o-Gﬁ:chﬁTcs:cﬁfdsGasTdJ“cas ps | GaNAG | 5o | o | 2304
AdsTdsGdsAds Cd:.TnL-; Tus Cus CL-STU:.TL' —Ba
666924 Gﬂ?lNAfﬂ':}a'u'Tdo(::‘s Ces csT;Is C;sAdsGdsTds PS GalNAcs Ts 15 2309
CdsAdsTdsGdeds CdJTdsTcs Ccs CusTL:h:Tc -3a
GalNAC3-64- AgoGes"Cos Tes Tes"CosAusGas T GalNAC
666961 - Sl PsS 3 150 2306
mcdsAdsTdsGdbAd:.mCd:.TdsTmmCcsmCusTssTc -53 Ad
GalNAcl‘Ta'n‘AdnGcsﬂCcsTcsTcsmcc-sAd.sGdsTds GalNAc
666981 PsS 3 20 2306
mCd&Ad;Td.\;(_}dsAdsmcdsTdsTn.'aian.'smcusTusTc '?a Ad
570061 G?n-lNAc3'13a'01A-¢'|0(]::CSDCCSTCST:;HE;HAUSGddeS Ps GalNAcs Ag 30 2306
CdsAdsTdaGdbAds CdaTds Tus Cus CL‘STﬁTL‘ 134
GalNACs-34-v TaoG,, C, T, T, CA,.G,.T,,
670699 - o Teoteoteo el popg | GalNACS | 1o 1 45 | 2309
CdbAdsTdbGleAdb CdsTdsTco C;:u CusTcsTu _Ba
GalNAC-34-0AuG, C, T, T, C.AG,.T,
670700 ~ e oo Teo Ten Heol M T s pops | GaNACs | o | 30 | 2306
CdsAdsng GdaAds CdaTd.‘iTcu Cuu CcsTusT “3a
GalNA¢s-3a-wTeG_ C T T "C_A,G,T
670701 m = Teoteten TSl s popg | GaNAG 1 95 | 2306
CdsAdsTdsGdsAds CdsTdsTuo Ccu CusTcsTc _33
671144 Gar;_llNAfEl'lza'a‘Adu':Ics CrsTcs—;[_n.rs (TjncsAdsGdsTds Ps GalNAcy Aq 40 2306
CdedsTdsGd_\iAds Cd.\desTus Cus C;:sTcsTu '12:3
GalNAc-13,-0Ag,G_ C_T T C_A,G,T
671165 N g3 Tenien e Do MU popg | GANAGE 1 g | 2306
CdsAdsTdsGdsAds CdsTd:Tm Ccu CcsTcsT _133
571261 GE:-IINAES']-“a'o‘A{IoE csmccsTcsTncsm(;-;rsAdsGdsTds Ps GalNAcs Aq ~250 2306
CdsAdsTdaGdsAds CdaTds Tus Cus CL'sthTc -143
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Inhibicion de la expresicn de SRE-1 in vitro
o ) s Agrupacion IC5p SEQ
Ne [SIS Secuencia (5'a3’) Enlaces GalNAC CM (M) ID No.
671262 G E:HINAE a-1 5a'o‘Ado(T3 csmccsTcsTn\‘smEriAdsG ds Tas PS GalNAcCs A >250 2306
CdsAdsTdaﬁdsAds cdz.Tds Tus Cus CL'sth.Tu _153
TaroAdeGes Ce “C. . G
673501 G?nINACS Ta uAdnGT:;:. C...UTmrl;:-u c;:uAd_‘.GdsTds PO/PS aI?:ce, Ag 30 23086
CdsAdsTd.iGdsAds CdsTdsTuu Cuu CusTusTu )
673502 Gi!NAc]‘] '}a'D'AdD?us CcuTm—!;w (;:nuuAdsGdsTds PO/PS GaINAc3 Aqg 8 2306
CdsAdsTdsGdsAle CdsTleTuU Cuu CusTcsTu -103
675441 GE:H]NACS—l ?a‘o'AdoEjus CI.‘STL.E:I;CS (I]:]::sAdsGdsTds PS GalNAcs Ag 30 23086
CdsAdsTdaGd:.Ads Cdz.Tds Tus Cus CL'sth.Tu _173
675442 G?H-INAES']-sa'o'AdoEus CusTancs (%n::sAdSGdsTds PS GaINAc3 Acl 20 2306
CdsAdsTdaGd;Ads CdsTds Tus Cus CL‘ST'&.&TL' -183
GCSTFCCSTESTC'SMCE‘SAdSGdSTdsmCdSAdSTdSGdSAdS GalNAC
677841 PS 3 40 2305
mCdsTdeL'smCusmCu:.TusTuuAdu "GalNALES' 1 9: -1 93 Ad
6772 | Os"CoTaTo"CoAaGaTa CaAsTuCuAn os GaiNAcs | o | 30 | 2305
m(-'d.\deaTujm(-—n.'sm{-ruaTusTcuAdu"(la]NAc."zua '203
677843 Gar;.llNAf3'23a'o‘AdoEcsmccsTtsTnﬁmcr;ﬁAdsGddes ps GalNAc, Aqg 40 2306
CdsAd_\deaGdaAds CdaTds Tc; Cus CL'}'T:;T: -233

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se ha mostrado en
el Ejemplo 39, GalNAcs-5a se ha mostrado en el Ejemplo 49, GalNAcs-6a se ha mostrado en el Ejemplo 51, GalNAcs-
7a se ha mostrado en el Ejemplo 48, GalNAcs-8a se ha mostrado en el Ejemplo 47, GalNAcs-9a se ha mostrado en el
Ejemplo 52, GalNAc3-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46, GalNAcs-12a se ha mostrado en Ejemplo 61, GalNAcs-
134 se ha mostrado en el Ejemplo 62, GalNAcs-14a se ha mostrado en el Ejemplo 63, GalNAcs-152 se ha mostrado
en el Ejemplo 64, GalNAcs-172 se ha mostrado en el Ejemplo 68, GalNAcs-182 se ha mostrado en Ejemplo 69,
GalNAcs3-194 se ha mostrado en el Ejemplo 70, GalNAc3-20a se ha mostrado en el Ejemplo 71, y GalNAc3-23a se ha

mostrado en el Ejemplo 76.

Ejemplo 83: Inhibiciéon antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos al Factor XI que comprenden un

conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 77 a continuacién se probaron en un estudio para la inhibicion

dependiente de la dosis del Factor XI en ratones.

Tabla 77
Oligonucledtidos modificados dirigidos al Factor XI
N2 ISIS Secuencia (2'a 3) Agrupacién CM | SEQ ID No.
GalNAc
404071 TuaGL':;Gcc-'TuHA-csAdsTdsmCd:-:mCd:-'AdsmCc‘.a:TdsTtlsTdsmCdsAusGux n/a n'a 2307
AuaGuch
656173 T.::.G equTcuAmAdsTd:;m CdsmCdsAC!imCdsTszTd HTdSmCdHAaHGCU GalNACS. 1 a Ad 2308
Aus(}cb(iLuAdu'—Gﬂ]NAC_i—I a
663086 GalNACTSrn‘ALInT._-sG:caGenTenA:nAdschsmCdsmCdsAdsmcds ds GalNAC::,-Sa Ad 2316
TdsTdsmCds/\Lu(i';:uAcs(ius(iu
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Oligonucledtidos modificados dirigidos al Factor XI

Ne [S1S Secuencia (3'a 3’) Agrupacion CM | SEQ ID No.
GalNAcC

678347 GalNACs-Ta-0'Ado TesGeoGeo TeoAcoAds Tasm CasmCasAds" Cus T s GalNAcs-T, Ag 2316
TdsTdsmcdsAwG:uchGusG ¢

78348 GﬂlNAC:!‘l Da'u'A(hTe;GeﬂGenTenAeuAd,sTdsmCdsmCdsAésmc:ia GaINAc3-1 Oa Ad 2316
TdsTdsTdsmCdsAwGuuAu>GL'sG e

678349 GalNAcs-130-0 Ao TeeGeoGeo TeoAco Ads Tds"CaeCsAas™Cits GalNAcs-13, Ay 2316
TdSTCSTdSmCdSAEOGEGA-ESGSHGC

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se ha mostrado en
el Ejemplo 39, GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48, GalNAcs-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46 y
GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62.

Tratamiento

A cada uno de los ratones de seis a ocho semanas de edad se le inyecté por via subcutanea una vez por
semana a la dosificacién mostrada a continuacioén, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido enumerado a
continuacion o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Los ratones fueron sacrificados 72
horas después de la dosis final. Los niveles de ARNm de higado del Factor XI se midieron usando PCR en tiempo
real y se normalizaron a ciclofilina de acuerdo con protocolos estandar. También se midieron las transaminasas
hepaticas, BUN vy bilirrubina. Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje medio para cada grupo
de tratamiento, normalizado para el control de PBS.

Como se ilustra en la Tabla 78, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo el ARNm de higado
de Factor Xl de una manera dependiente de la dosis. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden un conjugado GalNAc fueron mas potentes que el original que carece de un conjugado GalNAc (ISIS
404071). Ademas, los oligonuclettidos que comprenden un conjugado 5'-GalNAc (ISIS 663086, 678347, 678348 y
678349) fueron incluso mas potentes que el oligonucledtido que comprende un conjugado 3'-GalNAc (ISIS 656173).

ARNm hepatico de Factor Xl, transar:?nba:::ﬁepética, BUN y niveles de bilirrubina
\e lgig | Dosificacien AFZC'\:Z: ;’(T ALT | AST BUN |Bilirrubina | Agrupacion | SEQID
(mg/kg) (% PBS) (U/L) (U/L) (mg/dL) | (mg/dL) GalNAc3 No.
PBS n/a 100 63 70 21 0.18 n/a n/a
3 65 M 58 21 0.15
404071 | 10 33 49 53 23 0.15 n/a 2307
30 17 43 57 22 0.14
0.7 43 90 89 21 0.16
656173 | 2 9 36 58 26 0.17 GalNAcz-1a | 2308
6 3 50 63 25 0.15
0.7 33 91 169 25 0.16
663086 | 2 7 38 55 21 0.16 GalNAcz-3a | 2316
6 1 34 40 23 0.14
0.7 35 28 49 20 0.14
678347 | 2 10 180 149 21 0.18 GalNAcg-7a | 2316
6 1 44 76 19 0.15
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ARNm hepatico de Factor XI, transaminasa hepatica, BUN y niveles de bilirrubina
Nelsig | Dosificacion ’;ZC'\:Z: ;’(T ALT | AsT BUN |Bilirubina | Agrupacién | SEQID
) (mg/kg) (% PBS) (U/L) (U/L) (mg/dL) | (mg/dL) GalNAc3 No.
0.7 39 43 54 21 0.16
678348 | 2 5 38 |55 22 0.17 GalAcs | o316
6 2 25 38 20 0.14
0.7 34 39 46 20 0.16
678349 | 2 8 43 63 21 0.14 Ga':\g;%' 2316
6 2 28 41 20 0.14

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

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 77 se probaron en un estudio de dosis Unica para determinar
la duracién de la accion en ratones.

Tratamiento

A cada uno de los ratones de seis a ocho semanas se le inyectd por via subcutanea una vez con un
oligonucledtido enumerado en la Tabla 77 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. La sangre
se extrajo mediante sangrados en la cola el dia antes de la dosificacion para determinar el valor de referencia y a los
3, 10 y 17 dias después de la dosis. Los niveles de proteina del Factor XI en plasma se midieron por ELISA usando
captura de Factor Xl y anticuerpos de deteccién biotinilados de R & D Systems, Minneapolis, MN (N° de catalogo
AF2460 y BAF2460, respectivamente) y el conjunto de reactivos OptEIA B (N° de catalogo 550534, BD Biosciences,
San José, CA). Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje medio de los niveles de proteina del
Factor X| en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizado a los niveles de referencia. Los resultados
muestran que los oligonucle6tidos que comprenden un conjugado GalNAc fueron mas potentes con una duracion de
accién mas larga que el original que carece de un conjugado GalNAc (ISIS 404071). Ademas, los oligonucleétidos
que comprenden un conjugado 5'-GalNAc (ISIS 663086, 678347, 678348 y 678349) fueron aln mas potentes con
una duracién de accién aun mas larga que el oligonucleétido que comprende un conjugado 3'-GalNAc (ISIS 656173).

Tabla 79

Niveles de proteina del Factor Xl en plasma en ratones
Ne ISIS Dosificacion Punto temporal ((ljias Factor XI (°/o valor de | Agrupacion cM SEQID
(mg/kg) después de dosis) referencia) GalNAcs No.
3 123
PBS n/a 10 56 n/a n/a n/a
17 100
3 11
404071 30 10 47 n/a n/a 2307
17 52
3 1
656173 6 10 3 GalNAcs-1a A4 2308
17 21
3 1
663086 6 10 2 GalNAc3-3a Aq 2316
17 9
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(continuacién)

Niveles de proteina del Factor Xl en plasma en ratones
Ne ISIS Dosificacion Punto temporal (Qias Factor XI (°/o valor de | Agrupacion cM SEQID
(mg/kg) después de dosis) referencia) GalNAcs No.

3 1

678347 6 10 1 GalNAcs-7a Ag 2316
17 8
3 1

678348 6 10 1 GalNAcs-10a Aq 2316
17 6
3 1

678349 6 10 1 GalNAc3-134 Aq 2316
17 5

Ejemplo 85: Inhibicidon antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden un
conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 76 se probaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones.

Tratamiento

A cada uno de los ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad se le inyectd por via subcutanea una
vez por semana a una dosificacion mostrada a continuacién, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido
enumerado en la Tabla 76 o con solucién salina. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Los ratones se
sacrificaron 48 horas después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 usando
PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de
acuerdo con los protocolos estandar. Los resultados a continuacién se presentan como el porcentaje medio de los
niveles de ARNm de SRB-1 en el higado para cada grupo de tratamiento, normalizado para el control de solucion
salina.

Como se ilustra en las Tablas 80 y 81, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de
ARNm de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis.

Tabla 80
ARNm de SRB-1 en higado
Ne ISIS Dosificacion ARNm de SRB-1 (% Agrupacién de CM
(mg/kg) Solucién salina) GalNAcg
Solucién | n/a 100 n/a n/a
salina
0.1 94
0.3 119
655861 GalNAcs-1a Aq
1 68
3 32
0.1 120
0.3 107
661161 GalNAc3-3a Ag
1 68
3 26
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(continuacion)

ARNm de SRB-1 en higado
Ne ISIS Dosificacion ARNm de SRB-1 (% Agrupacién de CM
(mg/kg) Solucion salina) GalNAc3
0.1 107
0.3 107
666881 GalNAc3-10a Aqg
1 69
3 27
0.1 120
0.3 103
666981 GalNAcs-7a Aq
1 54
3 21
0.1 118
0.3 89
670061 GalNAc3-13a Ag
1 52
3 18
0.1 119
0.3 96
677842 GalNAc3-20, Ag
1 65
3 23
Tabla 81
ARNm de SRB-1 en higado
Ne ISIS | Dosificacion ARNm de SRB-1(% AGrupacion de CM
(mg/kg) Solucién salina) GalNAcg3
0.1 107
0.3 95
661161 GalNAc3-3a Ag
1 53
3 18
0.1 110
0.3 88
677841 GalNAc3-19 A
1 52 e ‘
3 25

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, bilirrubina total, BUN y pesos corporales
usando protocolos estandar. Los valores medios para cada grupo de tratamiento se muestran en la Tabla 82 a
continuacion.

Tabla 82
Ne SIS |Dosificacion ALT AST Bilirrubina BUN Peso Corporal (% |Agrupacion CM
(mg/kg) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) [|valor de referencia) |GalNAcg
Solucion n/a 19 39 0.17 26 118 n/a n/a
salina
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(continuacion)

Ne ISIS  |Dosificacion ALT AST Bilirrubina BUN Peso Corporal (% |Agrupacion CM
(mg/kg) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) |valor de referencia) |GalNAcg

0.1 25 47 0.17 27 114

0.3 29 56 0.15 27 118 )
655861 GalNAcg- | 5

1 20 32 0.14 24 112 1a

3 27 54 0.14 24 115

0.1 35 83 0.13 24 113

0.3 42 61 0.15 23 117 )
661161 GalNAcg- | 5

1 34 60 0.18 22 116 3a

3 29 52 0.13 25 117

0.1 30 51 0.15 23 118

0.3 49 82 0.16 25 119 ]
666881 CoAc | ay

1 23 45 0.14 24 117

3 20 38 0.15 21 112

0.1 21 41 0.14 22 113

0.3 29 49 0.16 24 112 )
666981 GalNAcg- | p,

1 19 34 0.15 22 111 7a

3 77 78 0.18 25 115

0.1 20 63 0.18 24 111

0.3 20 57 0.15 21 115 ]
670061 GalNAcg- 1 a,

1 20 35 0.14 20 115 13a

3 27 42 0.12 20 116

0.1 20 38 0.17 24 114

0.3 31 46 0.17 21 117 )
677842 GalNAcg- |

1 22 34 0.15 21 119 20,

3 41 57 0.14 23 118

Ejemplo 86: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucledtidos dirigidos a TTR que comprenden un
conjugado GalNAcs

Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 83 a continuacion se probaron en un estudio dependiente de
la dosis para la inhibicién antisentido de la transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que expresan el gen
de TTR humana.

Tratamiento

A cada uno de los ratones transgénicos TTR de ocho semanas de edad se le inyect6 por via subcutanea
una vez por semana durante tres semanas, para un total de tres dosis, un oligonucleétido y dosificacién enumerados
en las tablas siguientes o con PBS. Cada grupo de tratamiento consisti6 de 4 animales. Los ratones fueron
sacrificados 72 horas después de la administracion final. Se realizaron sangrados de la cola en varios puntos
temporales durante todo el experimento, y los niveles de proteina de TTR, ALT y AST en plasma se midieron e
informaron en las Tablas 84-87. Después de que se sacrificaron los animales, se midieron los niveles de ALT, AST y
TTR humana en plasma , asi como los niveles de peso corporal, peso de érganos y ARNm de TTR humana en el
higado. Los niveles de proteina de TTR se midieron usando un analizador clinico (AU480, Beckman Coulter, CA).Se
usaron PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, O)
de acuerdo con protocolos estandar para determinar los niveles de ARNm de TTR humana en el higado. Los
resultados presentados en las Tablas 84-87 son los valores medios para cada grupo de tratamiento. Los niveles de
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ARNm son los valores medios con respecto a la media para el grupo de PBS. Los niveles de proteinas en plasma
son los valores medios con respecto al valor medio para el grupo de PBS al inicio del estudio. Los pesos corporales
son el porcentaje de cambio de peso medio desde el inicio hasta el sacrificio por cada grupo de tratamiento
individual. Los pesos de los érganos mostrados se normalizan al peso corporal del animal, y el peso medio de los
6rganos normalizado para cada grupo de tratamiento se presenta luego con respecto al peso medio de los 6rganos
normalizado para el grupo de PBS.

En las Tablas 84-87, "BL" indica valor de referencia, medidas que se tomaron justo antes de la primera
dosis. Como se ilustra en las Tablas 84 y 85, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuyé los niveles de
expresion de TTR de una manera dependiente de la dosis. Los oligonucleé6tidos que comprenden un conjugado
GalNAc fueron mas potentes que el original que carece de un conjugado GalNAc (ISIS 420915). Ademas, los
oligonuclettidos que comprenden un conjugado GalNAc y enlaces internucleosidicos PS/PO mixtos fueron incluso
mas potentes que el oligonucledtido que comprende un conjugado GalNAc y enlaces PS completos.

Tabla 83
Oligonucledtidos dirigidos a TTR humana
Ne ISIS Secuencia &'a ¥ Enlaces | Agrupacién de | CM | SEQID No.
GalNAc
420915 TCsmccsTcsTtchsGqusTdsAd.smc dsAdsTdsG dsAd.sf!Ads Ps n/a n/a 2317
A\':.TusmCusm »usm .
660261 Tes"Cos Tes TedGesGes Tas Tasds™Cosds TasGusAdsas PS GalNAcs-1a | Ag 2318

AL':.TL'smCusmCL'smaAdu‘ —GRINAC3—1 a

"82883 GaINA f]‘.}a—n'Tﬁwc mTEnTanandsTdsTdsAcsmcdsAds PS/IPO Ga|NAC3_Ga PO 2317
TUSGLBACISAUSA ;.',UTGIJmCL'EmCL'!n]CL'

682884 | GaINACHT1 0w Te"ConTeoTeoGeoGue Tas TusAu"CusAds | PSIPO GalNAcs-7a | PO 2317
Tds(:TdsAdsAdsAuuTuumCusmCusmCu

662885 | GAINACH1040Te"Coo T TeoGeoGus TasTusAa"Cos | psipo | GalNAcs-10a | PO | 2317
A—dsTdaﬂdsAdsAdyA-wTwl ‘usmcusmcc

682886 GalNAC3-13. 0 Te"CooTeo TeoGeoOus Tus TasAus"Cas PS/IPO | GalNAcs-13a | PO 2317
A dsTd_-.( idsAdsAdsA L'uTuumCusmC\'sch

684057 Tee"ConTeo T eoGenGas Tas TasA s " CasA s TG AgsAas PS/IPO | GalNAc3-19; | Ag 2318
A\'uTuumcusmcLs Il{:uuA du"G alNA C3—| 9&

La leyenda de la Tabla 85 puede encontrarse en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-1 se ha mostrado
en el Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado en el Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7a se ha
mostrado en Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs -10a se ha mostrado en el Ejemplo 46. La estructura de GalNAcs-
13a se ha mostrado en el Ejemplo 62. La estructura de GalNAcs-19a se ha mostrado en el Ejemplo 70.

Tabla 84

Inhibicion antisentido de TTR humana in vivo
Ne ISIS | Dosificacién ARNm de TTR (% Proteinade TTR en plasma | Agrupaciénde | CM | SEQ ID No.
(mg/kg) PBS) (% PBS) GalNAc
PBS n/a 100 100 n/a n/a
6 99 95
420915 20 48 65 n/a n/a 2317
60 18 28
0.6 113 87
2 40 56
660261 GalNAcz-1a Aq 2318
6 20 27
20 9 11
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Tabla 85
Inhibicién antisentido de TTR humana in vivo
Proteina de TTR en plasma (% PBS
Ne ISIS Dosificacion ARNmde TTR aBL) Agrupacion cM SEQID
(mg/kg) (% PBS) o | Da | Da D@ 17 de GalNAc No.
3 10 (After sac)
PBS n/a 100 100 | 96 | 90 114 n/a n/a
6 74 106 | 86 | 76 83
420915 20 43 102 | e6 | 61 58 n/a nfa | 2317
60 24 92 | 43 | 29 32
0.6 60 88 | 73 | 63 68
682883 2 18 75 | 38 | 23 23 Ga";:%' PO | 2317
6 10 80 | 35 | 11 9
0.6 56 88 | 78 | 63 67
682884 2 19 76 | 44 | 25 23 Ga”;‘:%' PO | 2317
6 15 g2 | 35 | 2 24
0.6 60 92 | 77 | e8 76
682885 2 22 93 | 58 | 32 32 Ga'1N02°3' PO | 2317
6 17 85 | 37 | 25 20
0.6 57 91 | 70 | 64 69
682886 2 21 89 | 50 | 3t 30 Ga':\g;%' PO | 2317
6 18 102 | 41 | 24 27
0.6 53 80 | 69 | 56 62
684057 2 21 92 | 55 | 34 30 Ga'1N92°3' Ay | 2318
6 11 82 | 50 | 18 13
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Ejemplo 88: Modulacion del corte y empalme in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SMN que comprenden
un conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 90 se probaron para la modulacion del corte y empalme de la
supervivencia humana de la neurona motora (SMN) en ratones.

Tabla 90
ASO modificados dirigidos a SMN
o . o Agrupacion de SEQID
Ne ISIS Secuencias (5’ a 3’) GalNAcs CM No.
AesTesTesmCesAesmCesTesTesTesmCesAesTesAesAesTcsGcsmCesTcchs
387954 G n/a n/a 2319
e
69981 9 GalNAcS'7a'0’AesTesTesmcesAesmCesTesTesTesmCesAesTesAesAes G INA PO 231 9
-7
TesGesmCesTesGesGe a CS a
699821 GalNACS'7a'0’AesTeoTeom.CéuAeomCéoTe{)Teo:TeomCeeroTéero GalNAC~7 PO 0319
> : alNAcs-7a
A@GTﬁSOGGOmcaﬂTSSGESGB 8
700000 AesTesT'esmCesAﬁ'smCesTe'sTesTesmcesAesTesAcsAesTesGésmce'sTesGes GalNAca-1a A 2390
GrAua-GalNAca-1. 8 d
703421 X-ATTMCAMCTTTMCATAATGMCTGG n/a n/a 2319
703422 GalNAC3-7,-X-ATTMCAMCTTTMCATAATGMCTGG GalNAc3-7b | n/a 2319

La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 48. "X" indica una amina primaria
5' generada por Gene Tools (Philomath, OR), y GalNAcs-7b indica que la estructura de GalNAcs-7a careciendo de laa
porcién -NH-Ce-O del conector, como se muestra a continuacion:

HOQH

O
0]

AcHN 0

0 0 0
0 I _—o I~
O/WH H N

AcHN o

HOOH

HO

HOOH

0O
Ho&iﬁ/o/\(v):\” 0

AcHN

Los numeros ISIS 703421 y 703422 son oligonucledtidos de morfolino, en donde cada nucleétido de los dos
oligonucleotidos es un nucleétido de morfolino.

Tratamiento

A ratones transgénicos de seis semanas que expresan SMN humana se les inyect6 por via subcutanea una
vez con un oligonucleétido enumerado en la Tabla 91 o con solucién salina. Cada grupo de tratamiento consistio de
2 machos y 2 hembras. Los ratones se sacrificaron 3 dias después de la dosis para determinar los niveles de ARNm
de SMN humano en higado con y sin exén 7 usando PCR en tiempo real de acuerdo con protocolos estandar. El
ARN total se midi6 usando el reactivo Ribogreen. Los niveles de ARNm de SMN se normalizaron a ARNm total, y se
normalizaron adicionalmente a las medias para el grupo de tratamiento con solucion salina. Las relaciones medias
resultantes de ARNm de SMN que incluia el exén 7 con respecto al ARNm de SMN que carece de exén 7 se
muestran en la Tabla 91. Los resultados muestran que los oligonucleétidos totalmente modificados que modulan el
corte y empalme y comprenden un conjugado GalNAc son significativamente mas potentes para alterar el corte y
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empalme en el higado que los oligonucledtidos originales que carecen de un conjugado GlaNAc. Ademas, esta
tendencia se mantiene para las quimicas de modificacion multiple, que incluyen oligonucleétidos modificados con 2'-
MOE y con morfolino.

Tabla 91
Efecto de oligonucleétidos dirigidos a SMN humana in vivo
Ne ISIS Dosis (mg/kg) | +Exén7/-Exén7 | Agrupacion de CM | SEQID No.
GalNAc3
Solucién n/a 1.00 n/a n/a n/a
salina
387954 32 1.65 n/a n/a 2319
387954 288 5.00 n/a n/a 2319
699819 32 7.84 GalNAcs-7a PO 2319
699821 32 7.22 GalNAcs-7a PO 2319
700000 32 6.91 GalNAcs-1a Aq 2320
703421 32 1.27 n/a n/a 2319
703422 32 412 GalNAc3-7b n/a 2319

Ejemplo 89: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a Apolipoproteina A (Apo(a)) que
comprenden un conjugado GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 92 a continuacién se probaron en un estudio para la inhibicion
dependiente de la dosis de Apo(a) en ratones transgénicos.

Tabla 92
ASO modificados dirigidos a Apo(a)
Ne ISIS Secuencias (5’ a3’) Agrupacién de CM | SEQ ID No.
GalNAc3
494372 Tes(}esmces’]—‘esmcesmcds(}dsTdsTds(}ds(}dsTds(}dsII n/a n/a 2321
TdsTesGesTesTesmCe
GalNAc3'7a'0’TcsGeochoTeomCcomCdSGdsTdsTdsGdsGds a o
681257 INAc3-7 P 2321
TdsGdsmCds TdsTeoGeoTesTesmCe a Cs-/a

La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48.
Tratamiento

A ratones C57BL/6 hembra de ocho semanas (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyect6 por via
subcutanea una vez por semana una dosificacion mostrada a continuacién, para un total de seis dosis, con un
oligonucledtido enumerado en la Tabla 92 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 3-4 animales. Se
realizaron sangrados en la cola el dia anterior a la primera dosis y semanalmente después de cada dosis para
determinar los niveles de proteina Apo(a) en plasma. Los ratones fueron sacrificados dos dias después de la
administracion final. Los niveles de ARNm hepatico de apo(a) se determinaron usando PCR en tiempo real y reactivo
de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar.
También se determinaron los niveles de proteina de Apo(a) en plasma usando ELISA y se determinaron los niveles
de transaminasas hepaticas. Los resultados de ARNm y proteina en plasma en la Tabla 93 se presentan como el
porcentaje medio del grupo de tratamiento con respecto al grupo tratado con PBS. Los niveles de proteina en
plasma se normalizaron adicionalmente al valor de referencia (BL) para el grupo de PBS. Los niveles de
transaminasas medios absolutos y los pesos corporales (% con respecto a las medias de referencia) se informan en
la Tabla 94.

Como se ilustra en la Tabla 93, el tratamiento con los oligonucleétidos redujo los niveles de ARNm hepatico
y de proteina en plasma de Apo(a) de una manera dependiente de la dosis. Ademas, el oligonucleétido que
comprendia el conjugado GalNAc fue significativamente mas potente con una mayor duracién de acciéon que el
oligonucleétido original que carecia de un conjugado GalNAc. Como se ilustra en la Tabla 94, los niveles de
transaminasas y los pesos corporales no se vieron afectados por los oligonucleétidos, lo que indica que los
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oligonucledtidos fueron bien tolerados.

Tabla 93
niveles de ARNm hepatico y proteina en plasma de Apo(a)
Proteina en plasma de Apo(a) (% PBS)
Ne ISIS | Dosificacion ARNmM de Apo(a) (%
(mg/kg) PBS) BL | Semana| Semanal Semana| Semana| Semana| Semana
1 2 3 4 5 6
PBS n/a 100 100 120 119 113 88 121 97
3 80 84 89 91 98 87 87 79
494372 10 30 87 72 76 71 57 59 46
30 5 92 54 28 10 7 9 7
0.3 75 79 76 89 98 71 94 78
1 19 79 88 66 60 54 32 24
681257
3 2 82 52 17 7 4 6 5
10 2 79 17 6 3 2 4 5
Tabla 94
Ne ISIS Dosificacion ALT (U/L) | AST (U/L) | Peso corporal (% valor de
(mg/kg) referencia)
PBS n/a 37 54 103
3 28 68 106
494372 10 22 55 102
30 19 48 103
0.3 30 80 104
1 26 47 105
681257
3 29 62 102
10 21 52 107

Ejemplo 90: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a TTR que comprendenun
conjugado GalNAcs

Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 95 a continuacion se probaron en un estudio dependiente de
la dosis para la inhibicién antisentido de transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que expresan el gen de
TTR humana.

Tratamiento

A cada uno de los ratones transgénicos TTR se le inyect6 por via subcutanea una vez por semana durante
tres semanas, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido y la dosificacién enumerados en la Tabla 96 o con
PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Antes de la primera dosis, se realiz6 un sangrado de la
cola para determinar los niveles de proteina de TTR en plasma al inicio del estudio (BL). Los ratones se sacrificaron
72 horas después de la administracion final. Los niveles de proteina de TTR se midieron usando un analizador
clinico (AU480, Beckman Coulter, CA).Se usaron PCR en tiempo real y el reactivo de cuantificacion de ARN
RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar para determinar los niveles
de ARNm de TTR humana en el higado. Los resultados presentados en la Tabla 96 son los valores medios para
cada grupo de tratamiento. Los niveles de ARNm son los valores medios con respecto a la media para el grupo de
PBS. Los niveles de proteinas en plasma son los valores medios con respecto al valor medio para el grupo de PBS
al inicio del estudio. "BL" indica valor de referencia, mediciones que se tomaron justo antes de la primera dosis.
Como se ilustra en la Tabla 96, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuy6 los niveles de expresion de
TTR de una manera dependiente de la dosis. Los oligonucleétidos que comprenden un conjugado GalNAc fueron
mas potentes que el original que carece de un conjugado GalNAc (ISIS 420915), y los oligonucleétidos que
comprenden una fraccion escindible de fosfodiéster o desoxiadenosina mostraron mejoras significativas en la
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potencia en comparacion con el original que carece de un conjugado (ver niumeros ISIS 682883 y 666943 vs 420915
y los ejemplos 86 y 87).

Tabla 95
Oligonucleétidos dirigidos a TTR humana
Ne ISIS Secuencia 5’ a 3’ Enlaces | Agrupaciénde | CM | SEQ ID No.
GalNAc
420915 TesmcesTesTesGesGdSTd;lesﬁdsmSdsAdsTdsGdsAdsAds PS n/a n/a 2317
AesTeS Ces Ces Ce
m, m,
sa28g | OANACT 3o T CooTeoTeoGesGasTasTasAa™CasAss | pgipo | GalNAcy-3a | PO | 2317
TdsGdSAdsAdsAeoTeo Ces Ces Ce
666943 GalNAc3'3a-0’AdoTesmCeoTeoTeoGeoGdsTdsTdsAds PS/PO GalNAGA3 A 0399
mCdsAdsTdsGdsAdsAds AeoTeomCesmCesmCe a Caoa d
682887 GalNAc3'7a-0’AdoTesmceoTeoTeoGeoGdsTdsTdsAds PS/PO GalNACA7 A 0300
mCdSAdsTdsGdsAdsAdsAeoTeomCesmCesmce a Cara d
o GalNAcS'lOa-o’AdoTesmceoTeoTeoGeoGdSTdsTdsAds PS/P INAGa-1 A 0300
682888 TCasAdsTasGasAdsAdsAcoTeo"Ces"Ces™Ce S/PO Ga ca-10a B 3
682889 GalNAcS'l3a-o’AdoTesmCeoTeoTeoGeoGdSTdsTdsAds PS/PO GalNAGa13 A 0300
mCdsAdsTdsGdSAdsAdsAeoTeomCesmCesmCe a Ca-iea d

La leyenda para la Tabla 95 puede encontrarse en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAc3-3a se ha mostrado en el
Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se ha
mostrado en el Ejemplo 46. La estructura de GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62.

Tabla 96
Inhibicién antisentido de la TTR humana in vivo
Ne ISIS | Dosificacion ARN de TTR (% PBS)| proteinade TTR (% | Agrupacion de CM
(mg/kg) BL) GalNAc

PBS n/a 100 124 n/a n/a
6 69 114

420915 20 71 86 n/a n/a
60 21 36
0.6 61 73

682883 2 23 36 GalNAcs-3a PO
18 23
0.6 74 93

666943 2 33 57 GalNAcs-3a Aqg
17 22
0.6 60 97

682887 2 36 49 GalNAcs-7a Ag
12 19
0.6 65 92

682888 2 32 46 GalNAcs-10a | Ag
17 22
0.6 72 74

682889 2 38 45 GalNAcs-13a | Ag
16 18
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Ejemplo 91: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos al Factor VIl que comprenden un
conjugado GalNAcs en primates no humanos

Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 97 siguiente se probaron en un estudio no terminal de
incrementos de dosis para la inhibicién antisentido del Factor VII en monos.

Tratamiento

Se inyectaron a monos no tratados por via subcutanea los dias 0, 15 y 29 dosis crecientes de un
oligonucledtido enumerado en la Tabla 97 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 machos y 1 hembra.
Antes de la primera dosis y en varios momentos posteriores, se realizaron extracciones de sangre para determinar
los niveles de proteina de Factor VII en plasma. Los niveles de proteina de Factor VII se midieron por ELISA. Los
resultados presentados en la Tabla 98 son los valores medios para cada grupo de tratamiento con respecto al valor
medio para el grupo de PBS al inicio del estudio (BL), las mediciones tomadas justo antes de la primera dosis. Como
se ilustra en la Tabla 98, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de expresion del Factor VI
de una manera dependiente de la dosis, y el oligonucleétido que comprendia el conjugado GalNAc fue
significativamente mas potente en monos en comparacion con el oligonucle6tido que carecia del conjugado GalNAc.

Tabla 97

Oligonucleétidos dirigidos al Factor Vii

Ne ISIS Secuencia5’ a 3’ Enlaces | Agrupacionde | CM [SEQIDN o.
GalNAc
AesTesGesmCesAesTdsGdsGdsTdsGdsAdSTdsGdSmCdsTdS
407935 To"CoiToGocAs PS n/a nfa | 2323
686892 GalNAc?)'1Oa-o’AesTesGesmcesAesTdsGdsGdSTdsGds PS GaINA03-1 0a PO 2323

AdsTdsGdsmCdsTds TesmCesTesGesAe

La leyenda para la Tabla 97 puede encontrarse en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-10a se ha mostrado en
el Ejemplo 46.

Tabla 98
Niveles de proteina en plasma del factor VII

Ne ISIS Dia Dosis (mg/kg) | Factor VII (% BL)

0 n/a 100

15 10 87

22 n/a 92
407935 29 30 77

36 n/a 46

43 n/a 43

0 3 100

15 10 56

22 n/a 29
686892 29 30 19

36 n/a 15

43 n/a 11

Ejemplo 92: Inhibicion antisentido en hepatocitos primarios por oligonucleétidos antisentido dirigidos a
Apo-Clil que comprende un conjugado GalNAcs

Se sembraron hepatocitos primarios de ratén en placas de 96 pocillos a 15.000 células por pocillo, y los
oligonucleotidos enumerados en la Tabla 99, dirigidos a ApoC-Illl de ratén, se afadieron a 0,46, 1,37, 4,12 0 12,35,
37,04, 111,11, o0 333,33 nM o 1,00 uM. Después de la incubacién con los oligonucleétidos durante 24 horas, se
lisaron las células y se purifico el ARN total usando RNeasy (Qiagen). Los niveles de ARNm de ApoC-lll se
determinaron usando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes,
Inc.) de acuerdo con protocolos estandar. Los valores de ICso se determinaron usando el software Prism 4
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(GraphPad). Los resultados muestran que independientemente de si la fraccion escindible era un fosfodiéster o una
desoxiadensoina, los oligonucleotidos que comprendian un conjugado GalNAc eran significativamente mas potentes
que el oligonucleétido original que carecia de un conjugado.

Tabla 99
Inhibicion de la expresion de APOC-IIl de ratén en hepatocitos primarios de raton
SEQ
e e ICsq
Ne ISIS Secuencia (3'a 3) CM 1D
(M) No

440670 mCesAeSGeamCesTesTdsTdaAdsTdsTdsAdSGdsGdsGdsAdsmcesAesG e:CesAe n/a 13.20 2324

chsA.:e:G mmccsTﬁTdsTd::Ad:de-ersAdst_»:Gd.-: GdsAd.-;mCtee
AeGe"CosA e Aar-GalNACa-1,

680771 GaIN A"-‘3‘3a-o‘mccS-ArsGcsn1CcsTdesTds-AdsTdsTdsAdsGdsGdsGd sAd.-iw Cr:i

661180 Ay 1.40 2325

PO 0.70 2324

AsGesMCesAe

680772 GHINAC."Ta-u‘ mce;AesG esmcesTesTdsTdydldsTdsTdydldsGd sGdsG dsAdsm Ces PO 1.70 2324
Aus(}csmcusA 2

680773 GaINAQ:"lUn-«‘mCesAesGesIt;CesTesTdsTdslﬂ\dsTdsTdsA{IsGdsGdsGdsAdﬁlt]Ces PO 200 2324
AstumeubA £ .

GROTTA GaINACS'l 3n-u'mcesAesGesmCesTesTdsTdsAdsTdsTd.sAdsGdsGdsGdsAdsw Ces
AuchsmCssAc

GalNA(‘._‘t— adn‘mccyﬂlmG:nmCmeTdsTcslﬂldsTdsTciuAmGdsGdsGdsPld.l:m'Csn

PO 1.50 2324

681272 " o =
AeoGes"CesAe
saio7s | GANAC30 AW CoAuGaCoTeTeTuAwTeTeAuGuGulaAs | o | 140 | 2304
o (, \.'SA{}( }us mCuSAU
saa733 M e s Crs T Tds TasAds s T s GasGasAgs™Coes Ay 2.50 2325

AuGe"CesAcoAar-GalNACs-19,

La estructura de GalNAcs-1a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se ha mostrado en
el Ejemplo 39, GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48, GalNAc3-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46,
GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62, y GalNAc3-19a se ha mostrado en el Ejemplo 70.

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

Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 100 se probaron en un estudio dependiente de la dosis para
la inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 100
ASO modificados dirigidos a SRB-1

M2 |SIS | Secuencias (5'a 3') Agrupacién de CM | SEQ ID No.

GalNAc3
449093 | ThsThs™CrsAasBasTy, MGy Ay Ty Bys A ™C Tyl ie Cs C ik n/a nfa | 2326

699806 | GalNAC-3a-0 T T "CisAasGos Tes"Cus AdsTas GasAas"Cos GalNAc3-3a PO 2326
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(continuacién)

ASO modificados dirigides a SRBE-1
M2 ISIS | Secuencias (5'ad) Agrupacion de CM [SEQ ID No.
GalNAc3

699807 | GaINAC3Tam0 Tus Tis"CrsAasGus Tes™Cus AdsTus GasAas™Cas GalNAcz-7a (PO | 2326
TasThes"Crs™Ce

699809 Ga]NACR'-fra'll' TksT\'RkasAdSGdsTdsmCds AdsTds Gm .AsdsmCds GaINACT?a PO 2326
TdsTuschsmCu

699811 | GAINACH-Tao ToeTes"CosAisGas Tas"Cas A Tas GasAas"Cas GalNAcs-7a PO 2326
T Tes™Crs™C

639813 ﬁaiNAC}'fa'll‘f\'sfdsﬁé‘ksfé‘lds(:i-dsfdsn-;c_fds Adsfds {:ldsAdsdié.ds GaINACS-?a PO 2326
TesTe"Cos™Cye

699815 | GalNACH-T a0 Tes Tis"CraA usGas Tas™Cas AusTes GusAgs™Cs GalNAcs-7a PO 2326
T:'.«ikakaiju

La estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a
se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 48. Subindices: "e" indica nucledsido modificado con 2'-MOE; "d" indica
B-D-2'-desoxirribonucledsido; "k" indica nucledsido biciclico 6'-(S)-CHs (cEt); "s" indica enlaces internucleosidicos de
fosforotioato (PS); "0" indica enlaces internucleosidicos de fosfodiéster (PO). Superindice "m" indica 5-metilcitosinas.

Tratamiento

Se inyecté subcutaneamente a ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) una vez la dosis mostrada a continuacién con un oligonucleétido enumerado en la Tabla 100 o con
solucion salina. Cada grupo de tratamiento consisti6 en 4 animales. Los ratones fueron sacrificados 72 horas
después de la administracion final. Los niveles de ARNm de SRB-1 en el higado se midieron usando PCR en tiempo
real. Los niveles de ARNm de SRB-1 se normalizaron a los niveles de ARNm de ciclofilina de acuerdo con los
protocolos estandar. Los resultados se presentan como el porcentaje medio de los niveles de ARNm de SRB-1 para
cada grupo de tratamiento con respecto al grupo de control de solucién salina. Como se ilustra en la Tabla 101, el
tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuy6 los niveles de ARNm de SRB-1 de una manera dependiente
de la dosis, y los oligonucleotidos gapmer que comprendian un conjugado GalNAc y que tenian alas que eran
modificaciones de azlcar mixtas o de cEt completas fueron significativamente mas potentes que el oligonucleétido
original que carecia de un conjugado y que comprendia alas modificadas con cEt completamente.

También se midieron los pesos corporales, las transaminasas hepaticas, la bilirrubina total y el BUN, y los
valores medios para cada grupo de tratamiento se muestran en la Tabla 101. El peso corporal se muestra como el
porcentaje medio de peso corporal con respecto al peso corporal de referencia (% de BL) medido justo antes de la
dosis de oligonucleétidos.

Tabla 101
ARNm de SRB-1, ALT, AST, BUN, y niveles de bilirrubina total y pesos corporales
Ne ISIS | Dosificacién ARNm de SRB-1 (% ALT (U/L) | AST (U/L) Bil | BUN | Peso corporal (%
(mg/kg) PBS) BL)
PBS n/a 100 31 84 0.15 28 102
1 111 18 48 0.17 31 104
449093 3 94 20 43 0.15 26 103
10 36 19 50 0.12 29 104
0.1 114 23 58 0.13 26 107
699806 0.3 59 21 45 0.12 27 108
1 25 30 61 0.12 30 104
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(continuacion)

ARNm de SRB-1, ALT, AST, BUN, y niveles de bilirrubina total y pesos corporales
Ne ISIS | Dosificacion ARNm de SRB-1 (% ALT (U/L) | AST (U/L) Bil BUN | Peso corporal (%
(mg/kg) PBS) BL)
0.1 121 19 41 0.14 25 100
699807 0.3 73 23 56 0.13 26 105
1 24 22 69 0.14 25 102
0.1 125 23 57 0.14 26 104
699809 0.3 70 20 49 0.10 25 105
1 33 34 62 0.17 25 107
0.1 123 48 77 0.14 24 106
699811 0.3 94 20 45 0.13 25 101
1 66 57 104 0.14 24 107
0.1 95 20 58 0.13 28 104
699813 0.3 98 22 61 0.17 28 105
1 49 19 47 0.11 27 106
0.1 93 30 79 0.17 25 105
699815 0.3 64 30 61 0.12 26 105
1 24 18 41 0.14 25 106

Ejemplo 94: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucledtidos dirigidos a SRB-1 que comprenden
modificaciones 2'-azicar y un conjugado 5'-GalNAcs

Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 102 se probaron en un estudio dependiente de la dosis para
la inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 102
ASO modificados dirigidos a SRB-1
Ne ISIS | Secuencias (5 a?3’) Agrupacion | CM | SEQID
de GalNAc3 No.
353382 Ges"Ces Tes Tes"CesAdsGas Tas " CasAds TdsGasAds Cas Tas Tes Ces"Ces n/a n/a 2304
TesTe
700989 GmsCmSUmsUmsCmsAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsUmsCmsCms n/a n/a 2327
UmsUm
666904 GalNAC3'3a'o’GeSmCesTesTesmCeSAdSGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds GalNAcz- PO 2304
mCdsTdsTesmCesmCesTesTe 3a
700991 | GAINA €3-7 20’ GinsCinsUmns UmsCrms A dsGas Tas™CasAds TasGas | GalNAcy- PO | 2327
AdsmCdsTdsUmsCmsCmsUmsUm 7a

El subindice "m" indica un nucledsido modificado con 2'-O-metilo. Ver el Ejemplo 74 para la leyenda completa de la
tabla. La estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a se
ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 48.

Tratamiento
El estudio se completdé usando el protocolo descrito en el Ejemplo 93. Los resultados se muestran en la

Tabla 103 a continuaciéon y muestran que tanto los oligonucleétidos modificados con 2'-MOE como con 2'-OMe que
comprenden un conjugado GalNAc fueron significativamente mas potentes que los oligonucleétidos origianles
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respectivos que carecen de un conjugado. Los resultados de las mediciones de pesos corporales, transaminasas
hepaticas, bilirrubina total y BUN indicaron que todos los compuestos fueron bien tolerados.

Tabla 103
ARNm de SRB-1
Ne ISIS Dosificacion ARNm de SRB-1 (%

(mg/kg) PBS)
PBS n/a 100
5 116
353382 15 58
45 27
5 120
700989 15 92
45 46
1 98
666904 3 45
10 17
1 118
700991 3 63
10 14

Ejemplo 95: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucledtidos dirigidos a SRB-1 que comprenden
nucledsidos biciclicos y un conjugado 5'-GalNAcs

Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 104 se probaron en un estudio dependiente de la dosis para
la inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 104
ASO modificados dirigidos a SRB-1
N2 ISIS Secuencias (5" a 3') Agrupacisn de CM | SEQID No
GalNAc3
440762 TkakasAdsGdsTdsmCdaAdaTdsGdaAdamcdsTdsT kska na na 2298
666905 | GalNAC3-357¢Tks"ChsAasGasT, "C A T G A TC T T, 1C, GalNAcz-3, | PO | 2298
699782 | GalNAc3-75-¢T MC A G T CdsﬁxdsTdsGd ALC LT T e C GalNAcs-7, | PO | 2298
699783 | GalNAc;-3;- oTIsmCISAdSGd T e e TasCas™ s C el asl 1s | GalNAc3-3, | PO | 2298
6553621 | Tis C|5Ad=GdST mCdSAdedsGdsAdmedsTdSTlsmC GA GaINAc3-1 a GalNAcs-1, Ag 22499
439879 Tgsmc ML mCdsAd,TdGdsAdnmCdsTdsTgnng n/a n/a 2298
699789 | GalNAC33aoT MC A, G, T, "CoA sl Cofas Cus as gs C g GalNAcs-3, | PO 2298

Subindice “g” indica un nucleésido fluoro-HNA, el subindice “I” indica un nucleésido bloqueado que comprende un
puente 2'-O-CH2-4". Ver la leyenda de la tabla del Ejemplo 74 para otras abreviaturas. La estructura de GalNAc3-1a
se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 9, la estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado anteriormente en el Ejemplo 48.

Tratamiento

El estudio se completdé usando el protocolo descrito en el Ejemplo 93. Los resultados se muestran en la
Tabla 105 a continuacién y muestran que los oligonucledtidos que comprenden un conjugado GalNAc y varias
modificaciones de nucleosidos biciclicos fueron significativamente mas potentes que el oligonucleétido original que
carece de un conjugado y que comprende modificaciones de nucledsidos biciclicos. Ademas, el oligonucleétido que
comprende un conjugado GalNAc y modificaciones de fluoro-HNA fue significativamente méas potente que el original
que carece de un conjugado y que comprende modificaciones de fluoro-HNA. Los resultados de las mediciones de
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los pesos corporales, las transaminasas hepaticas, la bilirrubina total y BUN indicaron que todos los compuestos
fueron bien tolerados.

Tabla 105
Niveles de ARNm de SRB-1, ALT, AST, BUN, y bilirrubina total y pesos
corporales
Ne SIS Dosificacion (mg/kg) | ARNm de SRB-1 (%
PBS)
PBS n/a 100
1 104
440762 3 65
10 35
0.1 105
666905 0.3 56
1 18
0.1 93
699782 0.3 63
1 15
0.1 105
699783 0.3 53
1 12
0.1 109
653621 0.3 82
1 27
1 96
439879 3 77
10 37
0.1 82
699789 0.3 69
1 26

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

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 70 dirigidos a ApoC-lll y los oligonucleétidos en la Tabla 106
dirigidos a Apo(a) se probaron en un ensayo de ultrafiltracion para evaluar la unién a proteinas plasmaticas.

Tabla 106
Oligonucleétidos modificados dirigidos a Apo(a)

o . , , Agrupacion SEQID
Ne ISIS Secuencias (5’ a 3’) de GalNAG3 CM No
494372 TesGesmcesTesmCesmcdsGdsTdsTdsGdsGdsTdsGdsmCdsTdsTesGesTes n/a n/a 2321

Tesmce
TesGeomceoTeomCeomcdsGdsTdsTdsGdsGdsTdsGdsmCdsTdsTeoGeoTes
693401 To™C n/a n/a 2321
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(continuacién)
Oligonucleétidos modificados dirigidos a Apo(a)

o . S Agrupacion de SEQID
Ne ISIS Secuencias (5’ a 3) GalNACS CM No
GalNAc3'7a'o’TesGesmCeSTesmCesmcdsGdsTdsTdsGdsGdsTdsGdsmCdS
681251 ToTeeGoTorTeCe GalNAcg-7, | PO | 2321
681257 GalNAc3'7a'o’TesGeomceoTeomCeomcdsGdsTdsTdsGdsGdsTdsGdsmCds Gal NACS'7a PO 2321
TdsTeoGeoTesTesmCe

Ver el Ejemplo 74 para la leyenda de la tabla. La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado anteriormente en el
Ejemplo 48.

Se pre-acondicionaron unidades de ultrafiltracion Ultrafree-MC (30.000 NMWL, membrana de celulosa
regenerada de baja unién, Millipore, Bedford, MA) con 300 pl de Tween 80 al 0,5% y se centrifugaron a 2000 g
durante 10 minutos, luego con 300 pl de una solucion de 300 pg/ml de un oligonucleétido de control en H20 y se
centrifugé a 2000 g durante 16 minutos. A fin de evaluar la unién no especifica a los filtros de cada oligonucleétido
de prueba de las Tablas 70 y 106 a usar en los estudios, se colocaron 300 pl de una solucién 250 ng/ml de
oligonucleotido en H20 a pH 7,4 en los filiros preacondicionados y se centrifugd a 2000 g durante 16 minutos. Las
muestras no filiradas vy filiradas se analizaron mediante un ensayo ELISA para determinar las concentraciones de
oligonucledtidos. Se usaron ftres réplicas para obtener una concentracibn media para cada muestra. La
concentracién media de la muestra filtrada con respecto a la muestra no filtrada se usa para determinar el porcentaje
de oligonucledétido que se recupera a través del filtro en ausencia de plasma (% de recuperacion).

Se adquirieron muestras de plasma entero congelado recogidas en K3-EDTA de voluntarios humanos
normales libres de drogas, monos cynomolgus y ratones CD-1, de Bioreclamation LLC (Westbury, NY). Los
oligonuclettidos de prueba se anadieron a alicuotas de plasma de 1,2 ml a dos concentraciones (5 y 150 pg/ml). Se
coloc6 una alicuota (300 ul) de cada muestra de plasma enriquecida en una unidad de filtro preacondicionada y se
incubé a 37° C durante 30 minutos, seguido inmediatamente por centrifugacion a 2000 g durante 16 minutos. Las
alicuotas de las muestras de plasma enriquecidas filtradas y no filtradas se analizaron mediante un ELISA para
determinar la concentracion de oligonucleétidos en cada muestra. Se usaron tres réplicas por concentracion para
determinar el porcentaje medio de oligonucle6tido unido y no unido en cada muestra. La concentracion media de la
muestra filtrada con respecto a la concentracion de la muestra no filtrada se usa para determinar el porcentaje de
oligonucleotido en el plasma que no esta unido a las proteinas plasmaticas (% no unido). Los valores finales de
oligonucleétidos no unidos se corrigen para la unién no especifica dividiendo el % no unido por el % de recuperacion
para cada oligonucleétido. Los valores finales de % de oligonucleétidos unidos se determinan restando los valores
finales de % no unido de 100. Los resultados se muestran en la Tabla 107 para las dos concentraciones de
oligonucledtidos probadas (5 y 150 pg/ml) en cada especie de plasma. Los resultados muestran que los grupos
conjugados GalNAc no tienen un impacto significativo en la unidn a proteinas plasmaticas. Ademas, los
oligonucledtidos con enlaces internucleosidicos PS completos y enlaces PO/PS mixtos se unen ambos a proteinas
plasmaticas, y aquellos con enlaces PS completos se unen a proteinas plasmaticas en un grado algo mayor que
aquellos con enlaces PO/PS mixtos.

Tabla 107

Porcentaje de oligonucleotido modificado unido a proteinas plasmaticas

Ne ISIS Plasma humano Plasma de mono Plasma de ratén
5pg/mL | 150 pg/mL | 5 pg/mL | 150 yg/mL | 5 pg/mL | 150 pg/mL

304801 99.2 98.0 99.8 99.5 98.1 97.2
663083 97.8 90.9 99.3 99.3 96.5 93.0
674450 96.2 97.0 98.6 94.4 94.6 89.3
494372 941 89.3 98.9 97.5 97.2 93.6
693401 93.6 89.9 96.7 92.0 94.6 90.2
681251 95.4 93.9 99.1 98.2 97.8 96.1
681257 93.4 90.5 97.6 93.7 95.6 92.7
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Ejemplo 97: Oligonucleotidos modificados dirigidos a TTR que comprende un grupo conjugado GalNAcs

Los oligonucledtidos mostrados en la Tabla 108 que comprenden un conjugado GalNAc se disefaron para
dirigirse a TTR.

Tabla 108
Oligonuclesdtidos modificados dirigidos a TTR
N2 ISIS Secuencias (5" a3) Agrupacién de | CM | SEQID No
GalMNAc3
666941 GalNAc!‘z‘a-u'Ado Tes mces Tes Tes Ges Gds Tds Tds Ads mcda GaINAc3-3 Ad 29292
Ads TLL\' Gds Ad_‘i Ads Aus Tus mcﬁ mcus m(:c
666942 T::: mcen Tct\ T:n Gm Gd:i Td.!i Tds Ads mcds Ads Td-; Gd:; ALI:; Ad.!i GaINAc3-1 Ad 2318

f\uu T-.au m(.:us mCus m{.:cu Adu’—GﬂlNAcS—-au

682876 GalNAC_‘—Saa‘Taﬁ chs T¢.l: T:.l: G:.l: Gds Tdh'- Td.l: A-IJS mCsz Al.l!& Td!i GaINAc3-3 PO 2917
(}ds Ads -"'\ds AL:: TL's mcua m(-rus mCu

82877 GﬂINACJ.'?:Hl‘Tc_: chs Tcs Tcs Gcs Gds Tds Tds Ads mcds Ads Tds GaINAc3- 7 PO 2317
Gds Ad:. Ads Acs Tus mcfcs mcus mcc
682878 GalNAC;-l‘}n-n‘Tﬁ ."Cn‘:t Tus T.-_-: Gc.-; GrJ.-: Td.-: Td:a AtL‘i m,cm Adee GaINAc3—1D PO 2917

Tds Gds. Ads Ads Ar.‘ﬁ Tcs mccs mcr.‘s mcc

GalNAl:]'ISa-n‘Tcs mC:s Tcs Tcs GL‘E Gds Tds Tds Ads m'cds Ads
Tds Gds Ads A{Ia Ace. Tt‘t. mcvs ]ncﬂ_‘. mcu

582880 GaINACH—Ta—o'A-LIu Tcs ch:; Tr:‘. Tes Gcs Gd_-; Tds Tds Ad_-; mCdﬁ GaINAc3-7 Ad 2322

Ads Td_\. (ids Ads Ads Acs TL's mCus mCL‘ai ch

682881 GaINAES'luu-o'Ado T-.s mcrs Tvs Trs Gc,- Gd,— Td:,- Tds Ads '“Cds
Ada Tv;..\ Gd; Au Ad; Aua Tua mccs mcua ch

E82887 GQINACE—ISa-o'Adu Trs chs Tm Tm; Gm Gd.-; Tds Tds Axi-; mcds
Ads Tds (ids Ads Ads Acs TL's mCub mCus mCu

684056 Tcﬁ mCC‘S Tcs TC'S Gc:z Gds Tds Tds Adﬁ mcdﬁ Ads Tds Gdﬁ Au:ls Adﬁ GalNAC3-1 g Ad 2318
A Tos "Cos "Cos "Coo Ado-GalNAC2-19,

682879 GalNACs-13 PO 2317

GalNAcz-10 | Ay 2322

GalNAcz-13 | Ay 2322

La leyenda para la Tabla 108 puede encontrarse en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-1 se ha
mostrado en el Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a se ha mostrado en el Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-
7a se ha mostrado en Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se ha mostrado en el Ejemplo 46. La estructura de
GalNAcs-13a se ha mostrado en el Ejemplo 62. La estructura de GalNAcs-19ase ha mostrado en el Ejemplo 70.

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

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 109 y se analizaron para determinar los efectos
proinflamatorios en un ensayo de hPMBC como se describe en los Ejemplos 23 y 24. (Ver las Tablas 30, 83, 95 y
108 para obtener descripciones de los oligonucleodtidos). ISIS 353512 es un respondedor alto usado como control
positivo, y los otros oligonucleétidos se describen en las Tablas 83, 95 y 108. Los resultados mostrados en la Tabla
109 se obtuvieron usando sangre de un donante voluntario. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden enlaces internucleosidicos de PO/PS mixtos produjeron respuestas proinflamatorias significativamente
mas bajas en comparacion con los mismos oligonucleétidos que tienen enlaces de PS completos. Ademas, el grupo
conjugado GalNAc no tuvo un efecto significativo en este ensayo.

Tabla 109
Ne ISIS Emax/ECso Agrupacién de Enlaces CM
GalNAc3
353512 | 3630 n/a PS n/a
420915 | 802 n/a PS n/a
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(continuacién)

Ne ISIS | Emax/'ECso Agrupacién de Enlaces CM
GalNAc3

682881 | 1311 GalNAc3-10 PS Ag4

682888 | 0.26 GalNAc3-10 PO/PS Ag4

684057 | 1.03 GalNAc3-19 PO/PS Ag4

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

Se probaron las afinidades de unién de los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 110 (ver Tabla 76 para
las descripciones de los oligonucledétidos) para el receptor de asialoglicoproteina en un ensayo de union al receptor
competitivo. El ligando competitivo, la a1-glicoproteina acida (AGP), se incub6 en un tampdn de acetato de sodio 50
mM (pH 5) con 1 U de neuraminidasa-agarosa durante 16 horas a 37° C, y se confirmé >90% de desialilacion por
ensayo de acido sialico o cromatografia de exclusion por tamafo (SEC). Se us6 monocloruro de yodo para yodar el
AGP de acuerdo con el procedimiento de Atsma et al. (ver J Lipid Res. 1991 enero; 32(1):173-81.) En este método,
se afadid al-glicoproteina acida desialilada (de-AGP) a cloruro de yodo 10 mM, Na 23| y glicina 1M en NaOH
0,25M. Después de la incubacién durante 10 minutos a temperatura ambiente, la de-AGP marcada con % se
separd del 125 libre concentrando la mezcla dos veces utilizando una columna de centrifugacién de 3 KDMWCO. La
eficacia y la pureza del marcado de la proteina se prob6 en un sistema HPLC equipado con una columna Agilent
SEC-3 (7.8x300 mm) y un contador B-RAM. Los experimentos de competicion que utilizan de-AGP marcada con 29|
y varios ASO que contienen agrupaciones de GalNAc se realizaron como sigue. Se colocaron en placas células
HepG2 humanas (108 células/ml) en placas de 6 pocillos en 2 ml de medio de crecimiento apropiado. Se usaron
medios MEM suplementados con suero bovino fetal al 10% (FBS), L-Glutamina 2 mM y HEPES 10 mM. Las células
se incubaron 16-20 horas @ 37° C con 5% y 10% de CO2 respectivamente. Las células se lavaron con medio sin
FBS antes del experimento. Las células se incubaron durante 30 minutos @ 372 C con 1 ml de mezcla de
competicién que contenia medio de crecimiento apropiado con FBS al 2%, de-AGP marcada con 251 108 M y ASO
que contenian agrupaciones de GalNAc a concentraciones que variaban de 10" a 105 M. La unién no especifica se
determiné en presencia de azlcar GalNAc 102 M. Las células se lavaron dos veces con medio sin FBS para eliminar
la de-AGP marcada con 251 no unida y ASO de GalNAc competidor. Las células se lisaron usando tampén RLT de
Qiagen que contenia un 1% de B-mercaptoetanol. Los lisados se transfirieron a tubos de ensayo de fondo redondo
después de un breve ciclo de congelacion/descongelacion de 10 minutos y se analizaron en un y-contador. La union
no especifica se sustrajo antes de dividir los recuentos de proteinas 2% por el valor de los recuentos de
concentracién de GalNAc-ASO mas bajos. Las curvas de inhibicién se ajustaron de acuerdo con una ecuacién de
unién de competicion de sitio Gnico usando un algoritmo de regresion no lineal para calcular las afinidades de union
(Kb).

Los resultados en la Tabla 110 se obtuvieron de experimentos realizados en cinco dias diferentes. Los
resultados de los oligonucle6tidos marcados con el superindice "a" son la media de los experimentos realizados en
dos dias diferentes. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc
en el extremo 5' se unen al receptor de asialoglicoproteina en células HepG2 humanas con una afinidad 1,5 a 16
veces mayor que los oligonucle6tidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc en el extremo 3'.

Tabla 110
Resultados del ensayo de unién al receptor de asialoglicoproteina
Ne ISIS Conjugado GalNAc| Extremo del oligonucleétido al que se une el conjugado Kp (nM)
GalNAc
6611612 GalNAc3-3 5 3.7
6668812 GalNAc3-10 5 7.6
666981 GalNAc3-7 5 6.0
670061 GalNAc3-13 5 7.4
6558612 GalNAcs-1 3 11.6
6778412 GalNAcs3-19 3 60.8

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

Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 111a a continuacién se probaron en un estudio de dosis Unica
para la duracion de la accién en ratones.

Tabla 111a
ASO modificados dirigidos a APO(a)
Ne SIS Secuencias (5’ a 3) Agrupacion de CM | SEQ ID No.
GalNAc3
GalNAc3'7a'o’TesGesmCesTesmCesmCdsGdsTdsTdsGdsGds
681251 TusGas™Cas Tas TosGes Tes Tes™Ce GalNAcs-7a PO 2321
GalNAc3'7a'0’TesGeomceoTeomCeomCdSGdSTdsTdSGdSGds
681257 T4sGasmCas TasTeoGeo Tes Tes™Cle GalNAcs-7a PO 2321

La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48.
Tratamiento

Se inyect6 a ratones transgénicos hembra que expresan Apo(a) humana por via subcutanea una vez por
semana, para un total de 6 dosis, un oligonucleoétido y una dosificacién enumerados en la Tabla 111b o PBS. Cada
grupo de tratamiento consistié en 3 animales. Se extrajo sangre el dia antes de la dosificacion para determinar los
niveles de referencia de la proteina Apo(a) en plasma y a las 72 horas, 1 semana y 2 semanas después de la
primera dosis. Se realizaron extracciones de sangre adicionales a las 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas y 6
semanas después de la primera dosis. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma se midieron usando un ELISA. Los
resultados en la Tabla 111b se presentan como el porcentaje medio de los niveles de proteina Apo(a) en plasma
para cada grupo de tratamiento, normalizado a los niveles de referencia (% BL). Los resultados muestran que los
oligonucleotidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc mostraron una reduccién potente en la expresion de
Apo(a). Este efecto potente se observd para el oligonucledtido que comprende enlaces internucleosidicos PS
completos y el oligonucleétido que comprende enlaces PO y PS mixtos.

Tabla 111b
Niveles de proteina en plasma de Apo(a)
Ne ISIS Dosificacion Apo(a) a72 horas (% BL) Apo(a)a1semana (% Apo(a) a3 semanas (%
(mg/kg) BL) BL)
PBS n/a 116 104 107
0.3 97 108 93
1.0 85 77 57
681251 3.0 54 49 11
10.0 23 15 4
0.3 114 138 104
1.0 91 98 54
681257 30 69 40
10.0 30 21 4

Ejemplo 101: Inhibicion antisentido por oligonucleétidos que comprenden un grupo GalNAc enlazado a
través de una fraccion estable

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 112 se probaron para la inhibicién de la expresion de APOC-
Il de ratén in vivo. A cada uno de los ratones C57B1/6 se le inyectd por via subcutdnea una vez con un
oligonucledtido enumerado en la Tabla 112 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié de 4 animales. Cada ratén
tratado con ISIS 440670 recibié una dosis de 2, 6, 20 o 60 mg/kg. Cada ratén tratado con ISIS 680772 o 696847
recibié 0,6, 2, 6 0 20 mg/kg. El grupo conjugado GalNAc de ISIS 696847 esta enlazado a través de una fraccion
estable, un enlace de fosforotioato en lugar de un enlace que contiene fosfodiéster faciimente escindible. Los
animales se sacrificaron 72 horas después de la dosis. Los niveles de ARNm de APOC-III en el higado se midieron
usando PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm de APOC-IIl se normalizaron a niveles de ARNm de ciclofilina de
acuerdo con protocolos estandar. Los resultados se presentan en la Tabla 112 como el porcentaje medio de los
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niveles de ARNm de APOC-IIl para cada grupo de tratamiento con respecto al grupo de control de solucion salina.
Los resultados muestran que los oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc fueron
significativamente mas potentes que el oligonucleétido que carece de un grupo conjugado. Ademas, el
oligonucledtido que comprende un grupo conjugado GalNAc enlazado al oligonucleétido a través de una fracciéon
escindible (ISIS 680772) fue incluso mas potente que el oligonucleétido que comprende un grupo conjugado GalNAc

ES 2812099 T3

enlazado al oligonucle6tido a través de una fraccion estable (ISIS 696847).

Tabla 112
Oligonucleotidos modificados dirigidos a APOC-IIl de raton
Dosifica- | aRNmde | SEQ
Ne ISIS Secuencias (5'a 3" cm [clen ApoC-lil ID
(mg/kg) (% PBS) No.
2 92
440670 mccsAﬁGcsmc:5TcsTr_qusAdsTdsTdsAds n/a 6 86 2324
GdsGdsGdsAdsmCus AL‘S(-‘CJ mCusAu 20 a9
60 37
06 79
sa0772 | GAINACHTaw "CaAaGe"CoTuTaTaAs TeTareGa | pg 2 28 2394
GdsGdsAdsmcss AuaﬁusmcuyAu 6 31
20 13
06 83
596847 GalNAfﬁ-‘Ta-s'wc eﬁAesGesmCesTesTdsTd::AdsTdsTdsAd.sGds n/a 2 3 2324
GdaGdaAdsmC-.:s A\.'s(iusmcusﬂ\c (PS) 6 40
20 28

La estructura de GalNAcs-7ase ha mostrado en el Ejemplo 48.

Ejemplo 108: Inhibiciéon antisentido in vivo por oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado

GalNAc dirigidos a Apo(a) in vivo

Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 118 siguiente se probaron en un estudio de dosis Unica en

ratones.
Tabla 118
ASO modificados dirigidos a APO(a)
Ne ISIS Secuencias (5'a3’) Agrupacién de CM | SEQID No.
GalNAc3
494372 TCiGES"1CEST¢in1C¢S‘1]CdSGﬂSTdSTdSGdSGdSTdSGdsmcds nia nia 2321
TdsT-'sGu Tn.'sTcsmCu

681251 GaINAC3Ta-0 TesGes"Cos Tes"Cos ™ CasGas Tas TasGias G GalNAcs-7a PO 2321
Td GdsmcdsTdsTc 'Gu T-'sTc MCe

681255 GalNAC+33-0 TesGeo"CooTeo"ConMCasGats Tas TasGasGas GalNAcs-3a PO 2321
Td GdsIICdsdeTuqu TcsT - -mC 3

681256 GalNAC-104-3 TesGeo"Ceo Teo"Coo™CasOas Tas T asGiasGas GalNAcs-10a | PO 2321
Td.iGdsl:)Cd_\,TdsT ‘L'IGL‘U TusTl.'s Itcu

631257 GaINACHT a0 TesGeo"Coo Teo"Ceo™CusGus Tas T s Gas G GalNAcs-7a PO 2321
TdsGdsmCdsTdsTcDch TL Tu mCu

581258 GalNAe3-134-0TesGeo"Coo Ten™Con " CatsGas Tas Tas(rasGigs GalNAcs-13a | PO 2321
TG "Cge Ty T oG T T "Ce

681260 TcchnchoTcnmCmmCmGdsTdsTdsGdsGds TdsGdsmCdsTdsTanm GaINAc3-1 9a Ad 2328

TcsTu 'mCuuA;I_u"GalN Act- I q
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La estructura de GalNAcs-7a se ha mostrado en el Ejemplo 48.

Tratamiento

Se inyectd a cada uno de los ratones transgénicos machos que expresan Apo(a) humana por via
subcutanea una vez un oligonucleétido y la dosificacion enumerada en la Tabla 119 o PBS. Cada grupo de
tratamiento consistié en 4 animales. Se extrajo sangre el dia antes de la dosificacién para determinar los niveles de
referencia de la proteina Apo(a) en plasma y 1 semana después de la primera dosis. Se realizaron extracciones de
sangre adicionales semanalmente durante aproximadamente 8 semanas. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma
se midieron usando un ELISA. Los resultados en la Tabla 119 se presentan como el porcentaje medio de los niveles
de proteina Apo(a) en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizado a los niveles de referencia (% BL). Los
resultados muestran que los oligonucleotidos antisentido redujeron la expresion de la proteina Apo(a). Ademas, los
oligonucleotidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc mostraron una reduccién incluso mas potente en la

expresion de Apo(a) que el oligonucleotido que no comprende un grupo conjugado.

Tabla 119
Niveles de proteina en plasma de Apo(a)
Ne ISIS Dosificacion Apo(a) a 1 semana (%
(mg/kg) BL)

PBS n/a 143
494372 50 58
681251 10 15
681255 10 14
681256 10 17
681257 10 24
681258 10 22
681260 10 26

Ejemplo 113: oligonucleétidos antisentido dirigidos al receptor de la hormona del crecimiento y que

comprenden una agrupacion de GalNAc

Los oligonucleétidos en la Tabla 121 se disefiaron para dirigirse al receptor de la hormona del crecimiento

humana (GHR).

Tabla 121
Secuencias (5" to 3") SEQ 1D No.
GaINACS'3'mCesmCeSAesmcesmCeaTdaT sTdsGdsGdsGdsTdsGdsAdsAdsTeaAesGeamCesAe 703
GaINACS'3'mCesmCmAeomCeomCeonsTdsTdsGdSGdsGdsTdsGdsAdsAdsTeeroGesmCesAe 703
Galth?i'T'mCesmcesAesmCesmCeaTdaTdsTdsGdsG-dsGdsTdsG-dsAdsAdsTesAesGeamcesAe 703
GaINAC3'7'mCesmCmAeomCeomCeonsTdsTdaGdSGdsGdsTdsGdsAdsAdsTeo-AeoGesmCesAe 703
GaIN‘E\CT" 0 'mcesmceaAesmCesmCesTdaTdsTdsGdBGdsGdsTdaGdaAdsAdsTesAesGeamCesAe 703
GaINAC3'1 0'mcesmCeDAeomCeomCeonsTdsTdsGdSGdsGdsTdSGdsAdaAdaTeeroGesmCesAe 703
GalNAC3'1 3‘mCesmCeaAesmCesmCesTdaTdsTdsGd5GdaGdsTdaGdaAdshdsTesAesGeamCesAe 703
GﬂlNﬂC3-1 3'mCesmCeDAeomCeomceonsTdsTdSGGBGdsGdsTdsGdsAdaAdaTeoAGDGesmCesAe 703
mCesmCeaAeamCesmCesTd3Td3TdsGd3GdsGd3Td3GdsAdaAdsTesAesGesmcesAe'GaINA°3'1 9 703
mCesmCec-Aec-mCeomCeonsTdsTde.GdsGdsG-:I5TdsGdsAdsAd5Te-:Ae-:-GesmcesAe'GalNACS'1 9 703

Ejemplo 114: Inhibicién antisentido del receptor de la hormona del crecimiento humana en células Hep3B

por gapmers MOE

Se disefnaron oligonucleétidos antisentido dirigidos a un acido nucleico del receptor de la hormona del
crecimiento (GHR) y se analizaron sus efectos sobre el ARNm de GHR in vitro. Los oligonucleétidos antisentido se
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probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion. Se transfectaron células Hep3B cultivadas
a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporaciéon con oligonucleétido antisentido 4.500 nM.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de sonda de cebador
humano RTS3437_MGB (secuencia directa CGAGTTCAGTGAGGTGCTCTATGT, designada en la presente como
SEQ ID NO: 2329; secuencia inversa AAGAGCCATGGAAAGTAGAAATCTTC, designada en la presente como SEQ
ID NO: 2330; secuencia de sonda TTCCTCAGATGAGCCAATT, designada en la presente como SEQ ID NO: 2331)
para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo con el contenido total de
ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto
a las células de control no tratadas.

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos de nuevo disefio en las Tablas siguientes se disefiaron como
gapmers 5-10-5 MOE o 3-10-4 MOE. Los gapmers MOE 5-10-5 tienen 20 nucletsidos de longitud, en donde el
segmento de hueco central consiste de diez 2'-desoxinucledsidos y esta flanqueado por segmentos de ala en la
direccion 5' y la direccion 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Los gapmers 3-10-4 MOE tienen 17
nucledsidos de longitud, en donde el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y esta
flanqueado por segmentos de ala en la direccion 5' y la direccion 3' que comprenden tres y cuatro nucledsidos
respectivamente. Cada nucledsido en el segmento de ala 5' y cada nucle6sido en el segmento del ala 3' tiene una
modificacién 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P=S). Todos los
residuos de citosina a lo largo de cada gapmer son 5-metilcitosinas. El "sitio de inicio" indica el nucleésido mas 5' al
que se dirige el gapmer en la secuencia génica humana. El "sitio de detencién" indica el nucleésido mas 3' al que se
dirige el gapmer en la esta secuencia génica humana. Cada gapmer enumerado en las tablas siguientes esta dirigido
o al ARNm de GHR humano, designado en la presente como SEQ ID NO: 1 (N® de registro GENBANK
NM_000163.4) o la secuencia genémica de GHR humano, designada en la presente como SEQ ID NO: 2 (N® de
registro GENBANK NT_006576.16 truncado de los nucleétidos 42411001 a 42714000). 'n/a' indica que el
oligonucledtido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular con un 100% de complementariedad. En
caso de que no se muestre la alineacién de secuencia para un gen objetivo en una tabla particular, se entiende que
ninguno de los oligonucleétidos presentados en esa tabla se alinea con una complementariedad del 100% con ese
gen objetivo.
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Tabla 126
Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a regiones infrénicas y exénicas de la SEQ ID
NO: 1y 2
SEQ | SEQ SEQID | SEQID
ISIS NO I1D sr?% 1@%3 ael Regien Secuencia . sr:gdze shi]ticc)::dze SIEDD
‘de |Detencien OPIEtVO MNIDICISN | Zinicio | Detencien | NO
INICID
539284 | 206 222 | Exén2 | CAAGGTCAACAGCAGCT 62 144990 | 145006 | 228
539285 | 207 223 | Exén2 | CCAAGGTCAACAGCAGC 74 144991 | 145007 | 229
539286 | 208 224 | Exén2 | GCCAAGGTCAACAGCAG 73 144992 | 145008 | 230
539290 | 869 885 | Exén7 | TCTCACACGCACTTCAT 29 290367 | 290383 | 231
539291 | 870 886 | Exén7 | ATCTCACACGCAGTTCA 51 290368 | 200384 | 232
539292 | 871 887 | Exén7 | GATCTCACACGCACTTC 56 290369 | 200385 | 233
539299 | n/a na | Inrsn1 | CTTTCATGAATCAAGCT 63 17927 | 17943 | 234
539300 | n/a na | Inen1 | TCTTTCATGAATCAAGC 49 17928 | 17944 | 235
539301 | n/a na | Inrsn1 | GTCTTTCATGAATCAAG 61 17929 | 17945 | 236
539302 | nfa na | Inten1 | GGTCTTTCATGAATCAA 93 17930 | 17946 | 237
539303 | n/a na | Inrsn1 | ATGGTCTTTCATGAATC 74 17932 | 17948 | 238
539304 | n/a na | Inrsn1 | GATGGTCTTTCATGAAT 56 17933 | 17949 | 239
539305 | n/a na | Inrsn1 | TATATCAATATTCTCCC 42 21820 | 21836 | 240
539306 | n/a na | Inmrsn1 | TTATATCAATATTCTCC 33 21821 | 21837 | 241
539307 | n/a na | Inrsn1 | GTTATATCAATATTCTC 12 21822 | 21838 | 242
539308 | n/a na | Inrsn1 | TTTCTTTAGCAATAGTT 21 22518 | 22534 | 243
539309 | n/a na | Inrsn1 | CTTTCTTTAGCAATAGT 38 22519 | 22535 | 244
539310 | nfa na | Intrsn1 | GCTTTCTTTAGCAATAG 39 22520 | 22536 | 245
26497 | 26513
539311 | n/a na | Inrn1 | AGGAATGGAAAACCAAA 18 113031 | 113047 | 246
121988 | 122004
26498 | 26514
539312 | nfa nfa | Intren1 | CAGGAATGGAAAACCAA 40 113032 | 113048 | 247
121989 | 122005
26499 | 26515
539313 | nfa na | Inten1 | TCAGGAATGGAAAACCA 49 113033 | 113049 | 248
121990 | 122006
539314 | nfa na | Inten1 | TCTCCATTAGGGTTCTG 87 50948 | 50964 | 249
539315 | n/a na | Inrsn1 | TTCTCCATTAGGGTTCT 57 50949 | 50965 | 250
539316 | n/a na | Intrsn1 | GTTCTCCATTAGGGTTC 73 50950 | 50966 | 251
539317 | n/a na | Inrsn1 | AGGTTGGCAGACAGACA 73 53466 | 53482 | 252
539318 | n/a na | Intrsn1 | CAGGTTGGCAGACAGAGC 84 53467 | 53483 | 253
539319 | n/a na | Inrén1 | GCAGGTTGGCAGACAGA 85 53468 | 53484 | 254
539320 | n/a na | Inrsn1 | CTTCTTGTGAGCTGGCT 87 64884 | 64900 | 255
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(continuacién)

Inhibicisn del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a regiones intrenicas y exénicas de la SEQ ID NO:
Ty2

SEQ SEQ SEQID SEQID

IDNO: | IDNO: | poien _ % | No2 | No2 | SEQ
SISNO | 58 |petenciaf obletve Secuenc nnibicsn | Spece | St | No

mnicio
539321 n/a n/a Intrém 1 TCTTCTTGTGAGCTGGC 89 648685 64901 256
539322 n/a n/a Intrén 1 GTCTTCTTGTGAGCTGG 87 64886 64902 257
539323 n/a n/a Intrén 1 AGTCTTCTTGTGAGCTG 70 64887 64903 258
539324 nia n/a Intrém 1 TCTTCCACTCACATCCA 65 65990 66006 259
539325 nia n/a Intrém 1 CTCTTCCACTCACATCC 78 65991 66007 260
535326 nia n/a Intrém 1 TCTCTTCCACTCACATC 68 65992 66008 261
535327 nia n/a Intrém 1 GTCTCTTCCACTCACAT 74 65993 66009 262
5359328 nia n/a Intrém 1 ATAGATTTTGACTTCCC 57 72107 72123 263
535329 nia n/a Intrém 1 CATAGATTTTGACTTCC 35 72108 72124 264
535330 n/a n/a Intrém 1 GCATAGATTTTGACTTC 53 72109 72125 265
539331 n/a n/a Intrém 1 AAAATGTCAACAGTGCA 86 80639 80655 266
5359332 n/a n/a Intrém 1 CAAAATGTCAACAGTGC 73 80640 80656 267
539333 n/a n/a Intrén 1 CCAAAATGTCAACAGTG 34 80641 80657 268
539334 nia n/a Intrém 1 CCCAAAATGTCAACAGT 66 80642 80658 269
539335 nia n/a Intrém 1 CATGACTATGTTCTGGC 67 125594 125610 270
535336 nia n/a Intrém 1 ACATGACTATGTTCTGG 42 125555 125611 271
535337 nia n/a Intrém 1 CACATGACTATGTICTG 29 1255596 125612 272
535338 nia n/a Intrén 2 GAATTCTGAGCTCTGGA 77 145429 145445 273
535339 nia n/a Intrén 2 TGAATTCTGAGCTCTGG 84 145430 145446 274
535340 n/a n/a Intrén 2 CTGAATTCTGAGCTCTG 80 145431 145447 275
539341 n/a n/a Intrén 2 CCTGAATTCTGAGCTCT 84 145432 145448 276
539342 n/a n/a Intrén 2 GCCTGAATTCTGAGCTC 84 145433 145449 277
5359343 n/a n/a Intrén 2 AGCCTGAATTCTGAGCT 80 145434 145450 278
5359344 n/a n/a Intrén 2 ATATTGTAATTCTTGGT 0 148059 148075 279
539345 nia n/a Intrén 2 GATATTGTAATTCTTGG 20 148060 148076 280
535346 nia n/a Intrén 2 TGATATTGTAATTCTTG 13 148061 148077 281
535347 nia n/a Intrén 2 CTGATATTGTAATTCTT 8 148062 148078 282
535348 nia n/a Intrén 2 CCTGATATTGTAATTCT 67 148063 148079 283
535349 nia n/a Intrén 2 GCCTGATATTGTAATTC 73 148064 148080 284
535350 nia n/a Intrén 2 TGCCTGATATTGTAATT 32 148065 148081 285
539351 n/a n/a Intrén 2 AATTATGTGCTTTGCCT 58 148907 148923 286
539352 n/a n/a Intrén 2 CAATTATGTGCTTTGCC 82 1483908 148924 287
539353 n/a n/a Intrén 2 TCAATTATGTGCTTTGC 68 148309 148925 288
539354 nia n/a Intrén 2 GTCAATTATGTGCTTITG 80 148910 148926 289
539355 nia n/a Intrén 2 GCCATCACCAAACACCA 94 150972 1509388 290
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(continuacién)

I1nhil2:|iciér'| del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE d||'|g|d05 a regiones intranicas Y exanicas de la SEQ ID NO:
y
SEQ | SEQ SEQID | SEQID
ISIS NO Taite | 1Siio agl Regien Secuencia % | i | Site s b
"de |Detencior| OIEIVO INhIDICISN | “inicio | Detencien| NO
nicio
539356 | n/a na | Intrén2 | TGCCATCACCAAACACC 84 150973 | 150989 | 291
539357 | nia na | Intrén2 | TTGCCATCACCAAACAC 74 150974 | 150990 | 292
539358 | nia na | Intrén2 | TGGTGACTCTGCCTGAT 85 151387 | 151403 | 293
539359 | nia na | Intrén2 | CTGGTGACTCTGCCTGA 86 151388 | 151404 | 294
Tabla 127
Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrsn 1 de la SEQ ID NO: 2
SIS NO secuencia % |SEQIDNO:2Sitio de [SEQID NO:2 Sitio de | SEQID
inhibicién Inicio Detencisn NO
523561 | TATTTCAGAAAGACTTTCTG 11 10373 10392 295
523562 | AGGAAAAAATCAAGGAGTTA 8 11173 11192 29
523563 | TATTTACTGAACACCTATTC 12 11973 11992 297
523564 | GCCCATGAAGGCCACTCTTC 70 12780 12799 298
523565 | ACCTATAAATAAAGTGAGGA 0 13581 13600 299
523566 | GTTTCATAACCTGCTAATAA 40 14451 14470 300
523567 | ATGTGCCTTACAGTTATCAG 36 15251 15270 301
523568 | TTCTGAATTTAGAATTATAG 0 16051 16070 302
523569 | GTTTATAATCTAGCAGTTAC 26 17130 17149 303
523570 | GATGGTCTTTCATGAATCAA 62 17930 17949 304
523571 | CATGTACCCAAACCAACACT 65 18730 18749 305
523572 | TAAAATACAGCCTACATCAT 0 19637 19656 306
£23573 | CCATCACTACAACAAACTCA 39 20451 20470 307
523574 | ATCTGAAATGATCCCCTTTC 33 21283 21302 308
523575 | TGTTGCCCCTCCAAAAAGAC 12 22144 22163 309
523576 | ATTAAAATTTTAAATGATGT 0 22944 22963 310
26497 26516
523577 | CTCAGGAATGGAAAACCAAA 71 113031 113050 311
121988 122007
523578 | AAAATTCTAGAAGATAACAT 0 27838 27857 312
523579 | CTAGAAGTCCTAGCCAGAGT 2 28748 28767 313
523580 | AACCGATATCACAGAAATAC 0 29548 29567 314
523581 | AAGATAGACAGTAACATAAT 0 30348 30367 315
523582 | GCACTACAAGAACTGCTTAA 40 31172 31191 316
523583 | TTTCCAGACAAAGAATTCAG 6 31978 31997 317
523584 | GTAGACAGCCTTTCTGGAAC 20 32827 32846 318
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(continuacién)

Inhibicion de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrén 1 de la SEQ ID NO: 2

SIS NO Secuencia _ % . SEQID NO: 2 Sitio de | SEQ 1D NO: Q'Sitio de| SEQID
inhibicisn Inicio Detencion NO
523585 CATCCTACATAGTGGCTGTG 47 33635 33654 319
523586 | CAGAACAGTGTGTGGAGACT 8 34452 34471 320
523587 AGCTTTAAAAATACCTCTGC 52 35466 35485 321
523588 CCCAGGTACTTGCTCTCAGA 22 36266 36285 322
523589 TTACACCTGATTCTAGAAAT 30 37066 37085 323
523550 CTTTTCTCTACAACCTCACA 34 38094 38113 324
523591 TAGTAGTTTGAATTTCAAAG 1 38909 38928 325
523592 ATACAAAATTACTGCAGTCA 60 39719 39738 326
523593 | GCCACTGCCAAAAAGGAGGA 30 40519 40538 327
523594 | TGACAGAAACAGAGCTATGA 33 41342 41361 328
523595 ATCTTTTAGTATGAACCTTA 65 42142 42161 329
523596 AGTTATGTGACTCTGAGCAC 63 43173 43192 330
523597 ACTATGCCCTAGTTACTTCT 29 43973 43992 331
523598 TATAGTGGAAGTGATAGATC 0 44812 44831 332
523599 TGTTTTCTGAAATGGAATGT 0 45733 45752 333
523600 GCTGTAAATGTAATGAGTGT 34 46553 46572 334
523601 | GAGAGAAGCCATGGCCCTAG 20 47392 47411 335
523602 CTCTCTTTCCCAGAACAAGA 32 48210 48229 336
523603 TCCAAAATGTCCAGTATAAT 33 50072 50091 337
523604 GTTCTCCATTAGGGTTCTGG 74 50947 50966 338
523605 TTAGTCACCCATCCACCACT 41 51747 51766 339
523606 CATGAATTCACCGAGTTAGG 51 52573 52592 340
523607 | AGCAGGTTGGCAGACAGACA 62 53466 53485 341
523608 GAAAGACTTAAATTTTCACA 0 54306 54325 342
523609 | TAGTAGAGGAAAAGGAGAAT 0 55730 55749 343
523610 | AAACAGGGTCTGGAGTGGAC 3 61243 61262 344
523611 CAAGCTGATAATTAAAAAGA 0 62462 62481 345
523612 ATAAAGATACATTTICTGGG 8 63277 63296 346
523613 CAGGATTCTTCCTGCCTGGC 47 64085 64104 347
523614 AAGTCTTCTTGTGAGCTGGC 71 64885 64904 348
523615 CTCTTCCACTCACATCCATT 63 65988 66007 349
523616 CCTATATCAGAAGACAAATG 5 66806 66825 350
523617 | TCAAAACCCTGCCAAGGTAC 44 67662 67681 351
523618 TCATATTCTACTTCTGTTTA 11 63462 658481 352
523619 CATTCCAGTGTTTCAGTAAG 13 69262 69281 353
523620 GGCCTGGAATTAATCCTCAG 49 70114 70133 354
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(cont

inuacion)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 1 de la SEQ 1D NO: 2

. % SEQ ID NO: 2 Sitio de | SEQ 1D NO: 2 Sitio de| sSEQID
ISIS NO Secuencia inhibicien Inicio Detencisn NO
523621 AATGCCCTCTCCCTGTGCCT 48 70925 70944 355
523622 TTTATAATCAACCTTTGCTA 9 71741 71760 356
523623 ATATAACTACTTAAAATAAT 0 72541 72560 357
523624 TTAGCCAGGATATGGTTGCC 50 73350 73369 358
523625 CTACCTCCATCAAAGAAAAT 0 741930 74209 359
£23626 | GCATGCATAGATAAGTTTGA 20 74930 75009 360
523627 ATGAGAGTAAATGGATTTIC 10 75790 75809 361
523628 TTGGCAATCCTTGCTTAAAA 34 76598 6617 362
523629 GAATTAAGCCAGACTTATTT 3 77398 77417 363
523630 GGCTAAGTATTTGTAGCAGT 55 78198 8217 364
523631 TTGCCTGTGTGCAACTGGCG 0 79005 79024 365
523632 GTGGCCTTAGTAGGCCAGCT 0 79827 79846 366
523633 CCCAAAATGTCAACAGTGCA 70 80639 80658 367
523634 TTAAGCCTTCAATTTGAAAA 0 81455 81474 368
523635 TGCTCAGAAGGTTGAGCATA 0 82261 82280 369
523636 TTAATGCTTTCCCAAAGCTC 35 83061 83080 370
523637 AAAAGACTTCATACCTTTAC 52 83884 83903 371
Tabla 128
Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrén 1 de la SEQ 1D NO: 2
SIS NO Secuencia ?:h[ijt?itfiéﬂ SEQID II\JQ:_Z Sitio de |SEQ ID NO: Z_jSitio de| SEQID
nicio Detencisn NO
532146 GGCCCCCTGGCACAACAGGA 60 3097 3116 372
532147 | TCTAGGGTGATTCAGGTGGA 62 4537 4556 373
532148 CTTAGATTAATGCAAAACAA 25 4875 4894 374
532149 | AGGCAGAGGAGGGTGGAACC 34 6246 6265 375
532150 AGTCTAATGAGATCTGATGG 76 6499 6518 376
532151 GCTGAAATGAGTTAAGACTT 89 6737 6756 37T
532152 ACTTTGGACTGTGGATTTTT 78 6765 6784 378
5321583 GCATATTTACACAATGCCTG 54 6871 6890 379
532154 GGAAATGCCTGGATGTCCAG 27 7241 7260 380
5321585 CTGCTGATTTTGGAATGGAG 68 10660 10679 381
532156 ACTGAACACCTATICTATGG 51 11968 11987 382
532187 TTTACTGAACACCTATTCTA 23 11971 11990 383
532158 CCCTCAAATTATCCACAAAC 89 12053 12072 384
532159 CTTCTAAATGTTTCCAAGGC 63 12186 12205 385
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(continuacién)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 1 de la SEQ ID NO: 2

. % de SEQIDNO: 2 Sitio de|SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID

ISIS NO Secuencia inhibician Inicio Detencisn NO
32160 TTACATCCTGTAGGCTAATT 82 12469 12488 386
E32161 CCACTAGCCTGGCCAGACTT 73 12487 12506 387
32162 CTGGTAGATGATCTCAAGTT &84 13351 13370 388
E32163 AAAGAATTGAGTTATAAATC 23 13670 13689 389
532164 AACTCATCTCTGGCCAGCAG 89 14361 14380 390
32165 CAACATCATTGTATTTTICTG 33 14965 14984 391
532166 TCTTAGCTTACCAATGAGGA 81 15085 15104 392
E32167 TTCCCAGAGCCAAAGCTCAA 7 15982 16001 393
E32168 TTTGGCCAATCCCAGCTTAT 59 16253 16272 354
532169 GTTTGCAAATCTTCATTCAC 71 16447 16466 395
32170 CAATAGTCCCTGAGGCTTGG 74 16476 16495 396
532171 TTTCCCCAGATTAAATGCCC 85 17650 17669 397
B32172 TTCAATAATGCAGTTATTAT 0 18308 18327 398
532173 AAATTCTTGGGCTTAAGCAC 69 18638 18657 399
32174 ACATGTACCCAAACCAACAC 71 18731 18750 91

532175 TGATCCAAATTCAGTACCTA 82 18752 18771 400
532176 GATGATCCAAATTCAGTACC 54 18754 18773 401
B32177 CAATATTCATCTTTATATIC 25 19106 19125 402
532178 ATTGCTCTTAAGATAAGTAA 41 19661 19680 403
B32179 CAGCTCCCTGAATATCTCTT T4 19783 19802 404
532180 ACTTCACAAATATATTATAA 0 19885 19904 405
B32181 GTACAGTCAACTTTACTTCA 89 19899 19918 406
B32182 CAATTCCCACTCTTGTCAAC k5 20288 20307 407
532183 TCAACTGCTTTCTGGAGCAG 66 21215 21234 408
£32184 ACTGCTGAGCACCTCCAAAA 73 21454 21473 409
532185 CTTAGATTCCTGGTTTATCA 78 21587 21606 410
532186 AGTTATATCAATATTCTCCC 88 21820 21839 411
532187 TATACCATCTTCCCCATAAA 32 22038 22057 412
532188 GGCTTTCTTTAGCAATAGTT a6 22518 22537 413
532189 TACCAGGGATGTAGGTTTAC 82 29050 29069 414
£E32190 TCACAGCTGAATTCTATCTG a0 29323 29342 415
E32191 GGAGATGGACAAATTCCTGC 7 29470 29489 416
B32192 CTAGACATGTCATCAAGACA 19 302594 30313 M7
532193 CAAATTAATAAAACAATTAC 10 30385 30404 418
£32194 TATTCTTATATCAGACAAAA 30 30532 30551 419
532195 TCAAGGGATCCCTGCCATTC 32 32361 32380 420
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Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 1 de la SEQ ID NO: 2
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) % de SEQIDNO: 2 Sitio de[SEQ IDNO: 2 Sitio de| sSEQID
ISISNO Secuencia inhibician Inicio Detencisn NO
E32196 CGTCAAGGGATCCCTGCCAT AT 32363 32382 421
532197 GGCACTCCCAGTCTCCAGCT a3 34138 357 422
532198 TTTCTCCAGCAGAAGTGTCA 60 34845 34864 423
532199 AAGTCCTCTTCCGCCTCCCT a2 36023 36042 424
532200 GGAATTTACCAAAAACAGTT 63 36721 36740 425
532201 AGTTAGGTATTGTCCATI T4 37032 37051 426
532202 ACATGGGTATCTTCTAGGAA i 3711 37130 427
£32203 TCAGTTTCAGAGAGACAAAA 41 37276 37295 428
E32204 TTTGCCAGGTCCTATGTCGA 69 37656 37675 429
532205 ATTCCCTTTTCTCTACAACC 70 38099 38118 430
32206 ATGATAAGAGCCAAGATITG 13 38994 39013 431
532207 GAAAAAAGGTCCACTGTGGET 49 40356 40375 432
32208 CCTGTCCTGGAATAGTTTCA 49 41164 41183 433
532209 TAGAAAAGTAAATAAGGAAT 15 41501 41520 434
532210 TTATAAAACTATGCAATAGG 0 41889 41908 435
B32211 TTATTTCATATTTCCAGAAA 0 42675 42694 436
532212 CATGAATTACAGCTAAAGAT 20 42741 42760 437
532213 TTGCATGTATGTGTTTCTGA 62 43518 43537 438
532214 TCAATCTCTTTATACCCTTA 75 43765 43784 439
532215 TCTTCAATCTCTTTATACCC etal 43768 AITET 440
532216 CTATGCCCTAGTTACTTCTA 47 43972 43991 441
B32217 AAAGAGAATCTCTTCC T 27 44070 44089 442
E32218 TCATTAAAGATTATTATAAC 0 44222 44241 443
532219 TTTGGATGAGTGGAAGGCTA 0 44528 44547 444
532220 GGAAATGGCC CCTTA 72 45400 45419 445
E32221 GGAGAAGCCCTCTGCCTGTA 60 46477 46496 446
R32222 AAACCATATTGTCCACCAGA 84 46510 46529 447
Tabla 129
Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrén 1 de la SEQ 1D NO: 2
. %'{13_ ) SEQ ID NO: 2 Sitio de|SEQ IDNO: 2 Sitio de| sEQID
ISIS NO Secuencia inhibician Inicio Detencion NO
532223 CTCAAACCATATTGTCCACC S0 46513 46532 448
£32224 GTGTAAATAGTGACTTGTAC 76 50123 50142 449
R32225 TGAGGCACAGGAAAGTTAAC h2 h0719 50738 450
532226 AGCTATAGTTCTCCATTAGG T4 50954 50973 451
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(continuacién)

Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrén 1 de la SEQ 1D NO: 2

) % de SEQID NO: 2 Sitio de|SEQID NO: 2 Sitio de| SEQID
IS5 NO Secuencia inhibicisn Inicio Detencisn NO
532227 | TTACTTGCTGACTAAGCCAT 69 51071 51090 452
532228 | GTTTGTCAACTCAACATCAA 73 51215 51234 453
532229 GACTATTTGTATATATATAC 33 51491 51510 454
532230 ATGACTATTTGTATATATAT 1 51493 51512 455
£32231 ACTCTTCCTTATATTTGCTC 76 51778 51797 456
532232 | ATACACTGACTTTTAACATT 67 52039 52058 457
532233 | CTTAGAAACAGTAGTTTCAT 42 52124 52143 458
532234 | CTGAGCTTTGCCTTAAGAAT 79 52633 52652 459
532235 | CACCAGACAGCAGGTAGAGC 81 53540 53559 460
532236 | GAGATGGAGTAGAAGGCAAA 43 55926 55945 461
532237 | TAGGAAAGGAAGAATACACT 33 63881 £3900 462
532238 | TAGACCAGGAAGGGTGAGAG 27 64376 64395 463
532239 | AAGTTGGATCTGGCATGCAT 64 64574 64593 464
532240 | AAAGTTGGATCTGGCATGCA 70 B4575 64594 465
532241 | CCATAACTCTTCTAACTGGG 84 64643 (4662 466
532242 | ATATTAAAGTTTGAGAACTA 37 65080 65099 467
532243 | CTTAACTACAAAATGCTGGA 71 66164 66183 468
532244 | TGAGCAGCTGTCCTCAGTTC 43 67061 67080 469
532245 | GAGTTCATAAAAGTTTTACT 26 67251 67270 470
532246 | CTATCCACACCATTCCATAA 73 69203 69222 a71
532247 | AACATCTAAGTAATGCAAAC 58 69223 £9242 472
532248 | TTTGCATTCAAAGCCCTGGG 91 69565 £9584 473
532249 | TCCATATTATAGGCTATGAT 73 £9839 £9908 474
532250 ATTTTATGATAATGTAAAAC 27 £9942 69961 475
532251 | GAGATCACATTTTCTGAGTA 50 70352 70371 A76
532252 | ACCTCCCTAGGATTACCTCA 56 71617 71636 AT7
532253 AAAATCTGATTTATAATCAA 40 71750 71769 478
532254 | AGCATAGATTTTGACTTCCC 92 72107 72126 479
532255 | AAAGTCATATACACAGGTCT 53 72584 72603 480
532256 | CTCATAGCAAATTCCCAGAA 66 73689 73708 481
532257 | CAACATGGAGGCTAGCATGT 55 74112 74131 482
532258 | AGACTAAGTGGCCTGAATGT 52 74317 74336 483
532259 | ACCTACCATGTCACTCTCAA 61 74418 74437 484
532260 AACTTTCTTGTGTTTTATCA ] 75511 75530 485
532261 | TTTGCAAGACAAAGAAATGA 31 75915 75934 486
532262 | CATGCAAAGTGTTCCTCTTC 63 76024 76043 487
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(continuacién)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 1 de la SEQ ID NO: 2

% de

SIS NO Secuencia icisn SEQID[;\InCii::éSitiU de|SEQ Igeh:gé’%;itio de SENOC:D
532263 AGTGCTTTGCTTTCTCTTAT 79 76047 76066 488
532264 GAACAAGAAACACTTGGTAA 44 76555 76574 489
532265 AGTGTTCCAATTAAATGGCA 34 76643 76662 480
532266 AAACAATGCCCTTGTAGTGA 57 76703 76722 491
532267 TATTCTAGGTTTTGAGGTGA 60 76752 76771 492
532268 ATATTCTAGGTTTTGAGGTG 24 76753 76772 493
532269 GTTTTCCATTCTTTAAGAAA 41 76896 76915 494
532270 AGCAATCCATTGATTGTATG 59 77044 77063 495
53221 AATTATGGCAAAATGGAAAA Ty 77078 77095 496
532272 ACATTTGCTTATGAGACTAT 62 77638 77657 497
532273 GCAGAGATAATCCTATGATG 42 77841 77860 498
532274 TCCATCTGTTACCTCTCTGT 77 78122 78141 499
532275 | TTTGCCTGAAGGGCAGAACC 40 79478 79497 500
532276 GAAAAAATCAGATTTTCACA g 79664 79683 501
532277 AACTTAATTTAATCATITCT a 79959 79978 502
532278 TITGGTTGTCATGAGTTGAG 67 80755 80775 503
532279 TTCCATCTCTAGGGCACTTT 74 80900 80919 504
532280 AGAGCTTATTTTCAAAATTC 36 80920 80939 505
532281 ATAAAGAGCAAACAAACATA 42 81524 81543 506
532282 TATAAATTCCTTGGTCTGAT 33 82835 82854 507
532283 AAAATATAAATTCCTTGGTC 13 82839 82858 508
532284 TTTTATAACAGCCTCTGACA 38 82959 82978 509
532285 AAAAGACCATGTTGCTTATT 72 83179 83198 510
532286 ATAGTCAGTCAGAATGTGGT 72 83330 83349 511
532287 TGCCTTAGCTTGGAAAAGAC 78 83897 83916 512
532288 | AGGGCTAGCTGATGCCTCTC 69 84026 84045 513
532289 | TTGGACTGGGCTCAAACAGA 72 84381 854400 514
532290 | AAAGTCAGGCTAGAGGGACT 439 85713 85732 515
532291 TCCTTGTTTTCTTGTAATGA 50 85945 85964 516
532292 | ACACCAGAGGAAGGAAATCA 44 86554 86573 517
532293 GATGTACACCATTTTGAATT 15 86629 86648 518
5322594 TGCTCTGGCCTAGCCTATGT 62 86901 86920 519
532295 | CAGAGGTGTCTCCCAAGAAA 60 89940 89959 520
532296 AAAGAGAATGGATCAAAGCT 36 91930 91949 51
532297 GATTTGCAGAACAAATCTTG 37 93332 93351 522
532298 TGGTTATGAAGGTTGGACCA 52 94839 94858 523
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(continuacién)

Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intran 1 de la SEQ ID NO: 2

. % de SEQID NO: 2 Sitio de|SEQ IDNO: 2 Sitio de| SEQID
ISIS NO Secuencia inhibician Inicio Detencisn NO
532293 | TGGCTAATTAATGGGCAATT 53 952092 95311 524
Tabla 130
Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrén 1 de la SEQ ID NO: 2
_ % de SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQIDNO: 2 Sitio | SEQID
ISIS NO Secuencia inhibician Inicio de Detencisn NO
532300 | CTGTGCCATATTGCCTCTAA a7 05471 95490 525
532301 | GATTTCAACCAGCTCACCTG 48 95510 95529 526
532302 | GCAAAAGGGAACCCTGAAGC 71 05564 95583 27
532303 | CTAAGTGTTATAACAAACAC 43 96137 96156 528
532304 | GTCCATTGGTATAAAACTCA a4 96282 96301 529
532305 TTTCAATACAATAAGATTTA 34 96793 96812 530
532306 | GTCCTTAGACCCCTCAATGG 62 96987 97006 531
532307 | GAGGATTTATTCATCTAGGC 68 97806 97825 532
532308 | CAGTGGGAGGATCAGATATC 46 97870 597889 533
532309 | ATCCCATCCAGCAGCTGGAC 67 98132 98151 534
532310 | AACTTGGGATGAGTTACTGA 56 98653 98672 535
532311 | GAAGGCTACCTAAAAGAAAT 43 98810 598829 536
532312 AAAGAAATATTCACAACATT ag 95096 99115 537
532313 | ATGCTTATACTGCTGCTGTA 69 95791 99810 538
532314 TCCTCACTTCAATCACCTTT 70 99819 599838 539
532315 CTCTTTCTTCATAAATAAGT 33 100809 100828 540
532316 | TGGTAATCTGTGTCCCTTTA 96 101242 101261 E41
532317 TAATAAAAAAGTTTGAAACA 41 102549 102568 542
532318 | GOTGOTGGCAAGAGAAAAAT 56 103015 103034 543
532319 | CAAAAGGCCCTTTTTACATG 28 103034 103053 544
532320 | ACTCTACTGGTACCAATTTA 3 103173 103192 545
532321 TCTGAACTTTTATGCTCTGT 76 103606 103625 546
532322 | AACTTTTGCCTGGGCATCCA 16 104067 104086 54T
532323 | TGACTCCATGTCTCACATCC 66 104392 104411 £48
532324 | TTACTTCCTAGATACAACAG 53 104541 104560 E49
532325 | CTGGCCCCCATGATTCAATT 44 104835 104854 550
532326 | AAGACTGGCCCCCATGATTC 49 104839 104858 ER1
532327 | TGTCACTGGTCTGTGTATTT 60 106233 106252 EE2
532328 | ACAGAGTAGATTTAGCATAA 23 106980 106999 EE3
532329 | TAAACAGGTGTACTATTACA 27 107030 107049 554
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(continuacién)

Inhibicisn de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intron 1 de la SEQ ID NO: 2

% de

ISIS NO Secuencia bcian SEQID rlqn%ig Sitio de SE&IBS&;@?HO SEN(:SD
532330 GCTTTATCAACTAAGTTTAT 22 107716 107735 555
532331 CAGAACTTICTTTTAAAATTG 8 107763 107782 556
532332 GAATACAGACATACCTTGAA 25 108514 108533 557
532333 CCATGACAACAATTTCAGAG 58 109486 109505 558
532334 ACAAATAGCAATGAATGGGT 45 110878 110897 559
532335 CAACAAATAGCAATGAATGG 47 110880 110899 560
532336 GTACACAAATCAGTAGCTCT 72 115087 1151086 561
532337 CTATGTCAAAAAGACTGAAA 4 116370 116389 562
532338 ATATACAGAACATTTCATCC 13 116743 116762 563
532339 AGAATAGATAAGAACTCACC 32 117195 117214 564
532340 AGGAAAGATACAGTCATTTT 5 117507 117526 565
532341 GCACAAAGAACACCTGGGAA 43 117781 117800 566
532342 CAAGAAGTCTGGGATTATGT 0 117938 117957 567
532343 GTTAGTTATTAAGCTAATCA 438 118245 118264 568
532344 AACCATTATTTATAGGCTAA 14 119127 119146 569
532345 CCAGAATGCGATCACTTCTT 76 120626 120845 570
532346 CCAGAAATTATCCTCCTCTC 70 121209 121228 571
532347 AGGGAAATGCAAATTAAAAC 20 122479 122498 572
532348 GCATCAAGATACAGAAAAAT 24 122751 122770 573
532349 GAATGTTTATGAGATTTTTC 0 123571 123590 574
532350 GCCAATTATATTGCCACATT 23 124413 124432 575
532351 ATACTTGCTTATGTAGAAAT 45 124589 124608 576
532352 TAATACTTGCTTATGTAGAA 3 124591 124610 577
532353 GAACACATGGCATTCTGATA 36 125178 125197 578
532354 CAGAATTTGCAGTATAAATC 0 126051 126070 579
532355 TATGTTTTGAAATCTTATTT 0 126157 126176 580
532356 ACTCACTGCTACCTCATTAA 11 126998 127017 581
532357 | AAGCAGTGATAGGGTATCTG 59 127080 127099 582
532358 ATGAGGCCTATTACAATGGA 14 127170 127189 583
532359 | CTGGAGTCTCATGAGGCCTA 53 127180 127199 584
532360 TGACTATCAGCCTTTTAATC 45 127663 127682 585
532361 TTCAGAGAACAACCTTTGAA 0 127959 127978 586
532362 AGCCATGTGTGATCTGATGT 53 128613 128832 587
532363 GAAATTTACTCCAAACTAGC 17 128992 129011 588
532364 AACATCCAGACCACCATCTA 35 130094 130113 589
532365 GTACCAAACCATTCATGCTC 56 131036 131055 5590
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(continuacién)

Inhibician de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 1 de la SEQ ID NO: 2

, % de SEQID NO: 2 Sitio de| SEQIDNO: 2 Sitio | SEQID
ISIS NO Secuencia inhibicién Inicio de Detencién NO
532366 | AGTACCAAACCATTCATGCT 24 131037 131056 591
532367 | TTATAGAGCTTGAGATTGAC 7 132165 132184 592
532368 | AGTCCATTATAGAGCTTGAG 58 132171 132190 593
532369 | AACCATGAGATGCAATGCAG 40 132498 132517 594
532370 | AGGATTGAGAATCGCTGATT 42 133168 133187 595
532371 | TCTAAAGCATGGCCAGGATT 48 133182 133201 596
532372 | GGGACTGAGTATTGATACTT 44 133222 133241 597
532373 | AGAAGTAGGGTGTTCCAGAT 29 133523 133542 598
532374 | AGAAATAGTCTTCCTACTAA 0 133547 133566 599
532375 | GCCTCCTTTAAGCTTCTATG 22 134240 134259 600
532376 | GGCCTGCCTTTACTTTCCCA 36 134598 134617 601
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Tabla 132

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 2 de la SEQ 1D NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % SEQIDNO-2 ) SEQIDNO-2 SIEDD
objetivo inhibicien Sitio de inicio  |Sitio de Detencion NO
532377 CTCATACAGTGAAGTCTTCA Intran 1 73 135431 135450 679
532378 CTCACTAAGCTTGATTCACT Intrén 1 67 135818 135837 680
532379 GATACAGAAATCCCAGTGAC Intran 1 48 136111 136130 6381
532380 TGTGCTTGGGTGTACAGGCA Intrén 1 71 136282 136301 682
532381 TCAAGCACTTACATCATATG Intrén 1 42 136377 136396 683
532382 AGGGTTAGTTATTACACTTA Intrén 1 60 136576 136595 684
532383 AGGCTTCATGTGAGGTAACA Intrén 1 58 1369596 137015 685
532384 TGAAAGCTTAGTACAAGAAG Intran 1 51 138048 138067 686
532385 CTCTCCTCTTGGAGATCCAG Intrén 1 58 138782 138801 687
532386 GCTGAGATTTCTCTCCTCTT Intran 1 78 138792 138811 688
532387 CTTTTGCTGAGATTTCTCTC Intran 1 58 138797 138316 689
532388 GAACATATGTCCATAGAATG Intren 1 57 141700 141719 6590
532389 GAACAGGCTATGTAATCAAA Intran 1 68 143021 143040 691
532390 TTTTTATTACTGTGCAAACC Intren 1 41 143878 143897 692
532391 ACTGAGGGTGGAAATGGAAA Intren 2 23 145059 145078 693
532392 ATGCCATACTTTTCATTTCA Intrén 2 87 146351 146370 694
532393 TCTTTAAAGATTTCCTATGC Intran 2 66 146367 146386 695
532394 TCACAATTAAATTATGTTTA Intrén 2 47 149858 149877 696
532395 TTTGCCATCACCAAACACCA Intrén 2 94 160972 150991 697
532396 TCAGAATGCTGAAGGATGGE Intrén 2 70 152208 152227 698
532397 ACAATTGCAGGAGAGAACTG Intren 2 57 152296 152315 699
532398 GTTCAGTCACCTGGAAAGAG Intrén 2 62 1525459 152568 700
532399 CGGAGTTCAGTCACCTGGAA Intrén 2 77 152553 152572 701
532400 AATCTAAAGTTCAATGTCCA Intran 2 77 152752 152771 702
532401 CCACCTTTGGGTGAATAGCA Intrén 2 95 153921 153940 703
532402 CAACATCAAAAGTTTCCACC Intran 2 81 153936 153955 704
532403 AAGCTTCTATCAACCAACTG Intran 2 a7 154093 154112 705
532404 ACCATTTTCTAATAATTCAC Intran 2 46 154502 154521 706
532405 ACCTGCACTTGGACAACTGA Intron 2 60 154727 154746 707
532406 GTCAGTGCTTTGGTGATGTA Intran 2 11 165283 155302 708
532407 TAGAAGCACAGGAACTAGAG Intran 2 68 155889 155908 709
532408 TTTAATTTTATTAGAAGCAC Intrén 2 14 155900 155919 710
532409 GAGCAAGAATTAAGAAAATC Intrén 2 29 155973 155992 711
532410 CTCTGCAGTCATGTACACAA Intrén 2 93 156594 156613 72
532411 GCTTGGTTTGTCAATCCTTT Intrén 2 95 1568859 156908 713
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(continuacién)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 2 de la SEQ 1D NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % SEQIDNO:2 | SEQIDNO:2 S|EDQ

Db_]etl\i"[] inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencisn NO
532412 | GTTCTCAAGCAGGAGCCATT | Intrén 2 70 157330 157349 714
532413 | AGGGTGATCTTCCAAAACAA | Intrén 2 87 158612 158631 715
532414 | TCTCCTATGCTTCCTTTAAT | Intrén 2 25 158813 158832 716
532415 | GACATAAATATGTTCACTGA | Intrén 2 81 159216 159235 717
532416 | TTACTGAGTGACAGTACAGT | Intrsn 2 65 161588 161607 718
532417 | CCAGGCACCAGCACAGGCAC | Intrsn 2 a7 161950 161969 719
532418 | TTAATGTCAGTAGAAAGCTG | Intrén 2 0 162349 162368 720
532419 | GCAGGTGGAAAGAAGATGTC | Intrén 2 50 162531 162550 721
532420 | GCCAGGGTCTTTACAAAGTT | Intren 2 93 162751 162770 722
532421 | CATTACCTTTGTACATGTAC | Intrén 2 83 164839 164858 723
532422 | GAAGCAACTTCTCTGAGGTC | Intrén 2 68 165040 165069 724
532423 | GCCTGGCAAGAAGGGCCCTT | Intrén 2 56 165856 165875 725
532424 | ACACATGTTTTTAAATTTAT | Intrén 2 21 166241 166260 726
532425 | TCACAATGCACTAAAAGAAA | Intrén 2 53 168760 168779 727
532426 | TCCCAATGACTTACTGTAGA | Intren 2 78 169073 169092 728
532427 | TAAGCATTTATGGAGGAATG | Intrén 2 46 169134 169153 729
532428 | TGAGGTGGGTGGCCAACAGG | Intrén 2 66 170081 170100 730
532429 | GTTTTTCATTTTGATTGCAG | Intrén2 88 170158 170177 731
532430 | AGCTCAAGTGTTTTTCATTT | Intrén 2 64 170167 170186 732
532431 | CAATGTCACAGCTGTTTCCT | Intrén 2 62 170272 170291 733
532432 | GAACTTTGGAGGCTTTTAGA | Intrén 2 55 170703 170722 734
532433 | TGTATGCCCCAAACTCCCAT | Intrén 2 83 171431 171450 735
532434 | ACACAAATAAGGGAATAATA | Intrén 2 24 171549 171568 736
532435 | TAGTTCAGCCACTATGGAAA | Intrsn 2 a7 171926 171945 737
532436 | CTCCAAATTCCAGTCCTAGG | Intrn 2 93 172746 172765 738
532437 | AGTTGGCACTGCTATATCAG | Intrén 2 66 173668 173687 739
532438 | GGCCTTAGATTGTAAGTTTT | Intrén2 69 174122 174141 740
532439 | TTTTAGTATTATTGTAGGAA | Intrn 2 16 174188 174207 741
532440 | TTTCATTAATGAAACCTGAT | Intrén 2 39 174812 174831 742
532441 | CCCTCAGCTGCCTCTTCAAT | Intrén 2 51 175014 175033 743
532442 | TATTGTATCCTGGCCCCTAA | Intrén 2 68 175689 175708 744
532443 | AGAACAAGAGCCTAGAAGTA | Intrén 2 35 176592 176611 745
532444 | GTGACTATGTCACTGAATTT | Intrén 2 14 176918 176937 746
532445 | GCCCTACCCAGCAGCCTGTG | Intrén 2 79 177540 177559 747
532446 | CAAACATAAAGAGAGTTCCA | Intrén 2 79 177811 177830 748
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 2 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % | SEQIDNO:2 1 SEQIDNO:2 SlEDEJ
Db]etl"a"[) inhibician Sitio de Inicio Sitio de Detencisn NO
532447 | CTTTAAATGAAGTAGAGCTC | Intren 2 0 178090 178109 749
532448 | CTGTTCAAAGAATGCAGGCC | Infrén 2 70 178905 178924 750
532449 | GTCTAGCCTAACAGAGATAT | Intren 2 47 179137 179156 751
532450 | AAAGAGTGATGTCTAGCCTA | Intrén2 55 179147 179166 752
532451 | CACTTCTTACTCCTTTGAGG | Intrén 2 50 179631 179650 753
532452 | TTCCACAAGAAACTCAGTIT | Intrén2 56 181514 181533 754
532453 | AGAAATGCCAAAGATAGCTC | Intrén2 56 182105 182124 755
Tabla 133
Inhibicisn del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 2 de la SEQ ID NO" 2
15 NG Sccuencia % [SEQIDNO:2Sitio de[SEQ D NO* 2 Sitio de | SEQID
inhibician Inicio Detencian NO
533249 | AGCAGAGGATCTCAGCTGCA 84 146241 146260 756
533250 | AATCCCTGCTCAAGTGCTAC 75 147259 147278 757
533251 | AAATCCCTGCTCAAGTGCTA 71 147260 147279 758
533252 | AAAATCCCTGCTCAAGTGCT 73 147261 147280 759
533253 | AGAAAATCCCTGCTCAAGTG 56 147263 147282 760
533254 | AAGAAAATCCCTGCTCAAGT 58 147264 147283 761
533255 | CAAGAAAATCCCTGCTCAAG 46 147265 147284 762
533256 | CTGATATTGTAATTCTTGGT 91 148059 148078 763
533257 | CCTGATATTGTAATTCTTGG 90 148060 148079 764
533258 | GCCTGATATTGTAATTCTTG 94 148061 148080 765
533259 | ATGCCTGATATTGTAATTCT 91 148063 148082 766
533260 | AATGCCTGATATTGTAATTC 74 148064 148083 767
533261 | CAATGCCTGATATTGTAATT 76 148065 148084 768
533262 | AATTATGTGCTTTGCCTGCA 92 148904 148923 769
533263 | CAATTATGTGCTTTGCCTGC 83 148905 148924 770
533264 | TCAATTATGTGCTTTGCCTG 83 148906 148925 771
533265 | TGTCAATTATGTGCTTTGCC 91 148908 148927 772
533266 | ATGTCAATTATGTGCTTTGC 83 148909 148928 773
533267 | GATGTCAATTATGTGCTITG 74 148910 148929 774
533268 | CTGGTGACTCTGCCTGATGA 77 151385 151404 775
533269 | GCTGGTGACTCTGCCTGATG 87 151386 151405 776
533270 | TGCTGGTGACTCTGCCTGAT 89 151387 151406 777
533271 | GCTGCTGGTGACTCTGCCTG 94 151389 151408 778
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibician del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intran 2 de la SEQ ID NO: 2

. % SEQ D NO: 2 Sitio de | SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID
ISIS NO Secuencia inhibicisn Inicio Detencian NO
533272 GGCTGCTGGTGACTCTGCCT i 151390 151409 779
533273 TGGCTGCTGGTGACTCTGCC 82 151391 151410 780
533274 | GCTGAAGGATGGGCATCCAG a5 152201 152220 781
533275 TGCTGAAGGATGGGCATCCA 85 152202 152221 782
533276 | ATGCTGAAGGATGGGCATCC 78 152203 152222 783
533277 | GAATGCTGAAGGATGGGCAT 66 152205 152224 784
533278 | AGAATGCTGAAGGATGGGCA 81 152206 1562225 785
533279 | CAGAATGCTGAAGGATGGGC a5 152207 152226 786
533280 TCCAGTAGTCAATATTATTT a7 153001 153020 787
533281 ATCCAGTAGTCAATATTATT a5 153002 153021 788
533282 TATCCAGTAGTCAATATTAT 69 153003 153022 789
533283 GTTATCCAGTAGTCAATATT 77 153005 153024 790
533284 GGTTATCCAGTAGTCAATAT 85 153006 153025 791
533285 TGGTTATCCAGTAGTCAATA 86 153007 153026 792
533286 CAACTTGAGGACAATAAGAG 35 155591 155610 793
533287 | TCAACTTGAGGACAATAAGA 62 155592 155611 794
533288 CTCAACTTGAGGACAATAAG 86 155593 155612 795
533289 AACTCAACTTGAGGACAATA 82 155595 155614 796
533290 TAACTCAACTTGAGGACAAT 66 155596 155615 797
53327 ATAACTCAACTTGAGGACAA a7 155597 155616 798
533292 CAGGAAGAAAGGAACCTTAG 77 156391 156410 799
533293 CCAGGAAGAAAGGAACCTTA 84 1563592 156411 800
533294 ACCAGGAAGAAAGGAACCTT a6 1563593 156412 801
533295 | AGACCAGGAAGAAAGGAACC 74 156395 156414 802
533296 TAGACCAGGAAGAAAGGAAC 59 1563596 156415 803
533297 ATAGACCAGGAAGAAAGGAA 65 156357 156416 804
533298 TACAATGCACAGGACACGCC 73 157198 157217 805
533299 CTACAATGCACAGGACACGC 85 157199 157218 806
533300 GCTACAATGCACAGGACACG 83 157200 1572159 807
533301 ATGCTACAATGCACAGGACA 89 157202 157221 808
533302 TATGCTACAATGCACAGGAC 82 157203 157222 809
533303 | ATATGCTACAATGCACAGGA a4 157204 157223 810
533304 CTGATATTTATTGCTGTACG 76 158006 158025 811
533305 CTCTGATATTTATTGCTGTA 80 158008 158027 812
533306 TCTCTGATATTTATTGCTGT 86 158009 156028 813
533307 GTCTCTGATATTTATTGCTG 80 158010 158029 814
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 2 de la SEQ ID NO: 2

, % SEQ D NO: 2 Sitio de | SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID
ISIS NO Secuencia inhibicien Inicio Detencian NO
533308 | CCAGAAGAATTACCCATGCA 85 165550 165569 815
533309 | TCCAGAAGAATTACCCATGC 84 165551 165570 816
533310 | TTCCAGAAGAATTACCCATG 81 165552 165571 817
53331 TCTTCCAGAAGAATTACCCA 58 165554 165573 818
£33312 | ATCTTCCAGAAGAATTACCC 64 165555 165574 819
£33313 | CATCTTCCAGAAGAATTACC 58 165556 165575 820
£33314 | TTTCTGCAGTATCCTAGCCT 78 166350 166369 821
533315 | GTTTCTGCAGTATCCTAGCC 88 166351 166370 822
533316 | AGTTICTGCAGTATCCTAGC 86 166352 166371 823
533317 | TCAGTTTCTGCAGTATCCTA a8 166354 166373 824
533318 | TTCAGTTTCTGCAGTATCCT a7 166355 166374 825
533319 | TTTCAGTTTICTGCAGTATCC 80 166356 166375 826
533320 GTTTCCATTTTCTTGATTCC 70 169601 169620 827
533321 TGTTTCCATTTTCTTGATTC 54 169602 169621 828
533322 GTGTTTCCATTTTCTTGATT 55 169603 169622 829
533323 TGGTGTTTCCATTTTCTTGA 73 169605 169624 830
533324 ATGGTGTTTCCATTTTICTTG 76 169606 169625 831
533325 AATGGTGTTTCCATITICTT 78 169607 169626 832
Tabla 134
Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ 1D NO: 2
Regis % SEQIDNO: 2 SEQIDNO:2 SEQ
ISIS NO Secuencia egien B - " ID
objetive | inhibician Sitio de inicio | Sitio de Detencion NO
533326 AACCCATTTCATCCATTTAA Int;:n 93 175369 175388 833
533327 GAACCCATTTCATCCATTTA Int;:n 83 175370 175389 834
533328 | GGAACCCATTTCATCCATTT Int;:n 92 175371 175390 B35
533329 | TAGGAACCCATTTCATCCAT Int;:n 91 175373 175392 836
533330 | GTAGGAACCCATITCATCCA Int;:n 95 175374 175393 837
533331 | GGTAGGAACCCATTTCATCC Int;:n 92 175375 175394 838
533332 | TGAGGGATTGCCTCAGTAGC Int;:n 66 179616 179635 839
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibician del ARNm de GHR por gapmers 5-10-6 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO:2 ) SEQIDNO:2 SlEO

objetivo | infibicién |  Sitio de inicio | Sitio de Detencién|
533333 | TTGAGGGATTGCCTCAGTAG '"t;j” 72 179617 179636 840
533334 | TTTGAGGGATTGCCTCAGTA '”t;j” 67 179618 179637 841
533335 | CCTTTGAGGGATTGCCTCAG '”t;j” 74 179620 179639 842
533336 | TCCTTTGAGGGATTGCCTCA '”t;j” 66 179621 179640 843
533337 | CTCCTTTGAGGGATTGCCTC '"t;j” 76 179622 179641 844
533338 | AACTTAGGACTTGGGACATT '"t;j” 64 184575 184594 845
533339 | TAACTTAGGACTTGGGACAT '"t;j” 54 184576 184595 846
533340 | CTAACTTAGGACTTGGGACA '"t;j” 63 184577 184596 847
533341 | CACTAACTTAGGACTTGGGA '"t;j” 82 184579 184598 848
533342 | TCACTAACTTAGGACTTGGG '"t;j” 77 184580 184599 849
533343 | GTCACTAACTTAGGACTTGG '”t;j” 83 184581 184600 850
533344 | TGGGCTAGATCAGGATTGGT '”t;j” 81 188617 188636 851
533345 | ATGGGCTAGATCAGGATTGG '”t;” 70 188618 188637 852
533346 | CATGGGCTAGATCAGGATTG '”t;” 64 188619 188638 853
533347 | ACCATGGGCTAGATCAGGAT '”t;” 82 188621 188640 854
533348 | TACCATGGGCTAGATCAGGA '”t;” 88 188622 188641 855
533349 | CTACCATGGGCTAGATCAGG '"t;” 87 188623 188642 856
533350 | ATGAGCTTAGCAGTCACTTA '"tf” 83 189482 189501 857
533351 | CATGAGCTTAGCAGTCACTT '"tf” 87 189483 189502 858
533352 | CCATGAGCTTAGCAGTCACT '"tf” 92 189484 189503 859
533353 | GTCTCAGCAAACCTGGGATA '"tf” 84 190283 190302 860
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO:2 ) SEQIDNO:2 SIEO

objetivo | inhibicien | Sitio de inicio |Sitio de Detencisn|
533354 | TGTCTCAGCAAACCTGGGAT '”t;jn 82 190284 190303 861
533355 | ATGTCTCAGCAAACCTGGGA '”tf” 81 190285 190304 862
533356 | GAATGTCTCAGCAAACCTGG '”t;j” 76 190287 190306 863
533357 | GGAATGTCTCAGCAAACCTG '”tf” 82 190288 190307 864
533358 | AGGAATGTCTCAGCAAACCT '”tf” 85 190289 190308 865
533359 | TACAGACATAGCTCTAACCT '”t;j” 79 191139 191158 866
533360 | ATACAGACATAGCTCTAACC '”t,;‘j” 79 191140 191159 867
533361 | GATACAGACATAGCTCTAAC '”tf” 71 191141 191160 868
533362 | TGGATACAGACATAGCTCTA '”t;jn 79 191143 191162 869
533363 | CTGGATACAGACATAGCTCT '”t;j” 82 191144 191163 870
533364 | GCTGGATACAGACATAGCTC '”t;j” 95 191145 191164 871
533365 | ACACTGTTTGTGAGGGTCAA '”tf” 87 191939 191958 872
533366 | AACACTGTTTGTGAGGGTCA '”t;j” 81 191940 191959 873
533367 | CAACACTGTTTGTGAGGGTC '”t;j” 85 191941 191960 874
533368 | AACAACACTGTTTGTGAGGG '”tf” 65 191943 191962 875
533369 | AAACAACACTGTTTGTGAGG '”t;j” 76 191944 191963 876
533370 | CAAACAACACTGTTTGTGAG '”tf” 67 191945 191964 877
533371 | TTCAAGTTTAGGATCTGCAG '”t;j” 73 196536 196555 878
533372 | CTTCAAGTTTAGGATCTGCA '”t;j” 88 196537 196556 879
533373 | GCTTCAAGTTTAGGATCTGC '”tf” 86 196538 196557 880
533374 | GGGCTTCAAGTTTAGGATCT '”t;j” 67 196540 196559 881
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % SEQIDNO:2 ] SEQIDNO: 2 SlEQ

objetivo | inhibicién | Sitio de inicio | Sitio de Detencion|
533375 | AGGGCTTCAAGTTTAGGATC '"t;” 66 196541 196560 882
533376 | CAGGGCTTCAAGTTTAGGAT '"t;j” 74 196542 196561 883
533377 | TGTGGCTTTAATTCACTAAT '"t;j” 84 198145 198164 884
533378 | ATGTGGCTTTAATTCACTAA '"t;” 86 198146 198165 885
533379 | TATGTGGCTTTAATTCACTA '"t;j” 79 198147 198166 886
533380 | GGTATGTGGCTTTAATTCAC '”t;j” 83 198149 198168 887
533381 | TGGTATGTGGCTTTAATTCA '”t;j” 81 198150 198169 888
533382 | GTGGTATGTGGCTTTAATTC '”t;j” 86 198151 198170 889
533383 | TCTGTGTTCAGTTGCATCAC '"t;j” 75 199817 199836 890
533384 | TTCTGTGTTCAGTTGCATCA '"t;:'j” 82 199818 199837 891
533385 | GTTCTGTGTTCAGTTGCATC '”t;j” 86 199819 199838 892
533386 | GTACTCATGAGGAGGCACTT '”t;j” 81 201413 201432 893
533387 | GGTACTCATGAGGAGGCACT '”t;j” 82 201414 201433 894
533388 | TGGTACTCATGAGGAGGCAC '”t;” 78 201415 201434 895
533389 | ATTGGTACTCATGAGGAGGC '"t;” 64 201417 201436 896
533390 | AATTGGTACTCATGAGGAGG '"t;j” A7 201418 201437 897
533391 | CAATTGGTACTCATGAGGAG '"t;j” 54 201419 201438 898
533392 | AAACTCTGCAACTCCAACCC '"t;” 69 205549 205568 899
533393 | GAAACTCTGCAACTCCAACC '"t;j” 64 205550 205569 900
533394 | GGAAACTCTGCAACTCCAAC '"t;” 83 205551 205570 901
533395 | ATGGAAACTCTGCAACTCCA '"t;j” 83 205553 205572 902
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

i Region %o SEQIDNO: 2 SEQID NO: 2 SEQ
ISISNO Secuencia o R " - - - ID

objetivo | inhibicisn | Sitio de inicio | Sitio de Detencion|

533396 CATGGAAACTCTGCAACTCC Int;m 70 205554 205573 203

533397 TCATGGAAACTCTGCAACTC Int;m 69 208555 205574 904

533398 | ACATCTGGATGTGAGGCTCG Int;un 64 210558 210578 905

533399 | CACATCTGGATGTGAGGCTC Inter.ﬂn 84 210560 210579 206

533400 | GTCACATCTGGATGTGAGGC Inter:m 75 210562 210581 907

Intrén
533401 TGTCACATCTGGATGTGAGG 3 51 210563 210582 908
533402 CTGTCACATCTGGATGTGAG Inter.un 30 210564 210583 209
Tabla 135
Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 v 3 de la SEQ ID NO: 2
- i ) SEQ
i Regian % SEQID NQ: 2 SEQID NO: 2

ISIS NO Secuencia = I " _— ” . 1D
objetivo | inhibicisn | Sitio de inicio | Sitio de Detencisn| -
523715 GTCAATTATGTGCTTTGCCT In12ron 9 148907 148926 910
523716 ACATTCAAAATTCTTCCTTG Im:gol'l 50 149787 149606 911
523717 ATCCTGCATATATTTTATTG Imzrén 20 150588 150607 912
523718 CTGCTGGTGACTCTGCCTGA Int:gol'l 7 151388 151407 913
523719 | AATGCTGAAGGATGGGCATC Imzrén 66 152204 152223 914
523720 TTATCCAGTAGTCAATATTA Int:gol'l 71 153004 153023 915
523721 TCTCATGTTAAAGTTCTTAA lmzrén 48 153831 153850 916
523722 TGCACTTGGACAACTGATAG Im;on 29 154724 154743 917
523723 ACTCAACTTGAGGACAATAA lmzron 88 155534 155613 918
523724 GACCAGGAAGAAAGGAACCT Intzron 72 156394 156413 919
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(continuacién)

Inhibicisn del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

SIS NO Secuencia Regen | % SEQIDNO:2 1 SEQIDNO:2 SIEDQ

objetive | inhibicién |  Sitio de inicio |Sitio de Detencien| |
523725 | TGCTACAATGCACAGGACAC 'm;é” 80 157201 157220 920
523726 | TCTGATATTTATTGCTGTAC 'm;‘i” 73 158007 158026 921
523727 | ATGCTTCCTTTAATAAATGT 'm;‘i” 0 158807 158826 922
523728 | AACATTTAGAACCTAGGAGA 'm;é” 20 159610 159629 923
523729 | CAAGCTTGCAAGTAGGAAAA 'm;‘i” 51 160410 160429 924
523730 | CCAGGCTGTTCATGCCAAGG 'm;é” 26 161248 161267 925
523731 | CCTGCCAAGGGCAAGCCAGG 'm;é” 17 162064 162083 926
523732 | TTTCACCTGGTGACTGGAAG 'm;‘i” 51 163019 163038 927
523733 | ATTTTCTACCATCAAAGAGA 'm;‘i” 4 163943 163962 928
523734 | GATTAAGTTTTCTTTAAAAA 'm;é” 0 164746 164765 929
523735 | CTTCCAGAAGAATTACCCAT 'm;‘i” 56 165553 165572 930
523736 | CAGTTTCTGCAGTATCCTAG 'm;é” 77 166353 166372 931
523737 | TATTTTGAAAATGAGATTCA 'm;‘i” 0 167195 167214 932
523738 | GTGGCCCGAGTAAAGATAAA 'm;é” 21 167995 168014 933
523739 | CCTGTCAATCCTCTTATATG 'm;é” 37 168804 168823 934
523740 | GGTGTTTCCATTTTCTTGAT 'm;‘i” 65 169604 169623 935
523741 | ACAGGGTCAAAAGTTCACTT 'm;é” A4 170407 170426 936
523742 | TAGGAAAGCTGAGAGAATCC 'm;é” 35 171207 171226 937
523743 | AGCATATGAAAAAATACTCA 'm;é” 0 172101 172120 938
523744 | CTTCAGAAATCAGCATCTGA 'm;é” 45 172937 172956 939
523745 | TTACAAGTGACAGTGTTTGT 'm;‘ﬁ” 28 173737 173756 940
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO:2 ) SEQIDNO:2 SIEO

objetivo | inhibicién Sitio de inicio | Sitio de Detencion NO
523746 | ATCAGACCCTGAAGAATTTA 'm;é” 29 174560 174579 941
523747 | AGGAACCCATTTCATCCATT 'm;‘i‘” 83 175372 175391 942
523748 | CACATTGGTAACTTAAAGTT 'm;d” 18 176263 176282 943
523749 | TATTATCTGACTCATTTCTG 'mzr‘i‘” 16 177072 177091 944
523750 | AAATAAGACAAAGAAAATTC 'm;‘i” 0 177872 177891 945
523751 | TTTTAAAAATAACCAATTCA 'm;‘i” 0 178788 178807 946
523752 | CTTTGAGGGATTGCCTCAGT 'm;é” 66 179619 179638 947
523753 | ACAGTCCTCATGAACAGATT 'mzr‘i‘” 37 180513 180532 948
523754 | ACTATCATTAATAATATTGT 'm;é” 0 181323 181342 949
523755 | ATCTAGATTTGCCTTATAAG 'mzré” 27 182123 182142 950
523756 | TGGTTGAGGAAGACAGTCTC 'mzr‘i” 16 182962 182981 951
523757 | TGGCTCATAACTTCCTTAGC 'mzr‘i‘” 43 183762 183781 952
523758 | ACTAACTTAGGACTTGGGAC 'm;‘i” 72 184578 184597 953
523759 | CTTATAGCATTACTAAGTGG 'mzr‘i‘” 49 185403 185422 954
523760 | TGGTGGCAGGAGAGAGGGAA "'”2“5” 48 186203 186222 955
523761 | TTTGCCAGGAAATCTTGAAA 'm;‘i” 35 187003 187022 956
523762 | ATAACTTTTCTCTGAAATTT 'm;é” 8 187803 187822 957
523763 | CCATGGGCTAGATCAGGATT 'mzr‘i” 59 188620 188639 958
523764 | TGAGCTTAGCAGTCACTTAG 'm;é” 62 189481 189500 959
523765 | AATGTCTCAGCAAACCTGGG 'm;‘i” 62 190286 190305 960
523766 | GGATACAGACATAGCTCTAA 'mzr‘i” 75 191142 191161 961
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(continuacion)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO=2 ) SEQIDNO:2 SlED

objetivo | inhibicién | Sitio de inicio  |Sitio de Detencién|
523767 | ACAACACTGTTTGTGAGGGT 'm;:'" 66 191942 191961 962
523768 | TCTATTTTCTAATAGCTGTT '”2‘5'” 49 192742 192761 963
523769 | GGCCCCACCTCTGACCTTCA '”‘;‘i” 7 193542 193561 964
523770 | TGGTAAAGCTAGAAAAAAAA 'm;:‘” 0 194346 194365 965
523771 | AAGTGGTAAATATGATCACA '”‘;‘i” 23 195159 195178 966
523772 | GGCTTCAAGTTTAGGATCTG '”‘;‘5‘" 52 196539 196558 967
523773 | TTGTTGACACTCTCTTTTGG '”gé‘” 18 197348 197367 968
523774 | GTATGTGGCTTTAATTCACT '”‘;‘i” 71 198148 198167 969
523775 | AATTAGTTGTTTTGGCAAAT 'm;é'" 14 198988 199007 970
523776 | CTGTGTTCAGTTGCATCACG 'm;:'" 75 199816 199835 971
523777 | AATGTGGAAGTTTCCTAACA '”gé‘” 15 200616 200635 972
523778 | TTGGTACTCATGAGGAGGCA '”‘2“5'” 58 201416 201435 973
523779 | TTTCTCTGTGTTTAAAATTG 'm;:‘” 13 202308 202327 974
523780 | GTAAAGCACAATGAACAAAA 'm;‘f‘” 21 203115 203134 975
523781 | ATCACAGATCTTTGCTACAA '”‘;‘5‘" 51 203915 203934 976
523782 | TCCTGCCTTTCTGAACCAAA '”gé‘” 50 204721 204740 977
523783 | TGGAAACTCTGCAACTCCAA 'm;:'" 58 205552 205571 978
523784 | ACACAGTAGGGAACAATTTT 'm;é'" 8 206412 206431 979
523785 | AGACAGATGGTGAAATGATG 'm;:'" 0 207219 207238 980
523786 | AAACAGAAAGAGAAGAAAAC 'm;‘f'” 0 208117 208136 981
523787 | CTTAGATAAATACTTCAAGA 'm:__:‘f‘” 0 208938 208957 982
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % | SEQIDNO:2 1 SEQIDNO:2 SEQ

Dbjetl'\."o inhibicisn Sitio de inicio Sitio de Detencisn NO

523788 | AGCCACTTCTTTTACAACCT '”t;":'” 0 209742 209761 983

523789 | TCACATCTGGATGTGAGGCT '”t;‘f‘” 80 210561 210580 984

523790 | GACTGAAACTTAAAGGTGGG '”t::‘f'” 7 211399 211418 985

523791 | AAAGATGTGCAATCATCTAA '”t;‘f‘” 44 212204 212223 986

Tabla 136
Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a intrones 2y 3 de la SEQ ID NO: 2

. Regién % SEQID NO: 2 seapno:2 | SEC

ISISNO Secuencia objetivo inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencisn hil?D
539360 | GCTGGTGACTGTGCCTG | Intrén2 95 151389 151405 987
539361 | TGCTGGTGACTCTGCCT | Intrén2 95 151390 151406 988
539362 | CTGCTGGTGACTCTGCC | Intrén2 93 151391 151407 989
539363 | AGTAGTCAATATTATTT | Intrén2 31 153001 153017 990
539364 | CAGTAGTCAATATTATT | Intren2 13 153002 153018 991
539365 | CCAGTAGTCAATATTAT | Intrén2 34 153003 153019 992
539366 | CCTTTGGGTGAATAGCA | Intrén2 64 153921 153937 993
539367 | ACCTTTGGGTGAATAGC | Intrén2 78 153922 153938 994
539368 | CACCTTTGGGTGAATAG | Intrén2 40 153923 153939 995
539369 | CAACTTGAGGACAATAA | Intrén2 38 155594 155610 996
539370 | TCAACTTGAGGACAATA | Intrén2 63 155595 155611 997
539371 | CTCAACTTGAGGACAAT | Intrén2 81 155596 155612 998
539372 | CAGGAAGAAAGGAACCT | Intrén2 70 156394 156410 999
539373 | CCAGGAAGAAAGGAACC | Intrén2 59 156395 156411 1000
539374 | ACCAGGAAGAAAGGAAC | Intran2 43 156396 156412 1001
539375 | TGCAGTCATGTACACAA | Intrén2 93 156594 156610 1002
539376 | CTGCAGTCATGTACACA | Intrén2 91 156595 156611 1003
539377 | TCTGCAGTCATGTACAC | Intrén2 87 156596 156612 1004
539378 | TGGTTTGTCAATCCTTT | Intrén2 95 156889 156905 1005
539379 | TTGGTTTGTCAATCCTT | Intrén2 97 156890 156906 1006
539380 | CTTGGTTTGTCAATCCT | Intran2 97 156891 156907 1007
539381 | TACAATGCACAGGACAC | Intrén2 65 157201 157217 1008
539382 | CTACAATGCACAGGACA | Intrén2 85 157202 157218 1009
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ |D NO: 2

ISIS NO Secuencia Re.gién . % ) SEQID NOE _S_EQID NO:2_ SIIIEJO
objetiva inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencion NO
539383 GCTACAATGCACAGGAC Intran 2 96 167203 157219 1010
539384 GATATTTATTGCTGTAC Intrén 2 43 158007 158023 1011
539385 TGATATTTATTGCTGTA Intrén 2 35 158008 158024 1012
539386 CTGATATTTATTGCTGT Intrén 2 38 158009 158025 1013
539387 AGGGTCTTTACAAAGTT Intran 2 61 162751 162767 1014
539388 | CAGGGTCTTTACAAAGT | Intrén2 5 162752 162768 1015
539389 CCAGGGTCTTTACAAAG Intrén 2 88 162753 1627659 1016
539390 | TTCTGCAGTATCCTAGC | Intrén2 72 166352 166368 1017
539391 TTTCTGCAGTATCCTAG | Intren2 53 166353 166369 1018
539392 GTTTCTGCAGTATCCTA Intren 2 84 166354 166370 1019
539393 | AGTTICTGCAGTATCCT | Intrén2 78 166355 166371 1020
539394 CAGTTTCTGCAGTATCC Intren 2 I 166356 166372 1021
539395 CAAATTCCAGTCCTAGG Intren 2 60 172746 172762 1022
539396 CCAAATTCCAGTCCTAG Intran 2 75 172747 172763 1023
539397 TCCAAATTCCAGTCCTA Intrén 2 62 172748 172764 1024
539398 AACCCATTTCATCCATT Intran 2 82 175372 175388 1025
539399 GAACCCATTTCATCCAT Intran 2 86 175373 175389 1026
539400 GGAACCCATTTCATCCA Intrén 2 84 175374 175390 1027
539401 GCTTCATGTCTTTCTAG Intran2 88 189119 189135 1028
539402 TGCTTCATGTCTTICTA | Intrén2 77 189120 189136 1029
539403 GTGCTTCATGTCTTTCT Intren 2 95 189121 189137 1030
539404 | TGAGCTTAGCAGTCACT | Intrén2 92 189484 189500 1031
539405 CATGAGCTTAGCAGTCA | Intrén2 82 189486 189502 1032
539406 TACAGACATAGCTCTAA Intren 2 45 191142 191158 1033
539407 | ATACAGACATAGCTCTA | Intrén2 53 191143 191159 1034
539408 GATACAGACATAGCTCT Intren 2 67 191144 191160 1035
539409 TGTGGCTTTAATTCACT Intrén 2 70 198148 198164 1036
539410 ATGTGGCTTTAATTCAC Intran 2 40 198149 198165 1037
539411 TATGTGGCTTTAATTCA Intrén 2 35 198150 198166 1038
539412 TGTTCAGTTGCATCACG Intrén 2 84 199816 199832 1039
539413 GTGTTCAGTTGCATCAC Intrén 2 80 199817 199833 1040
539414 TGTGTTCAGTTGCATCA Intrén 2 74 199818 199834 1041
539415 | CATCTGGATGTGAGGCT | Intrén3 a2 210561 210577 1042
539416 ACATCTGGATGTGAGGC Intran 3 86 210562 210578 1043
539417 CACATCTGGATGTGAGG Intren 3 55 210563 210579 1044
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(continuacién)

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a intrones 2 y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO: 2 SEQID NO-2 S|E[:-GE
Ob]E[IVO inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencisn NO
539418 | TCAGGTAATTTCTGGAA | Intrén3 35 219019 219035 1045
539419 | CTCAGGTAATTTCTGGA | Intrén3 44 219020 219036 1046
539420 | TCTCAGGTAATTTCTGG | Intrén3 31 219021 219037 1047
539421 | TTGCTTATTTACCTGGG | Intrén3 0 225568 225584 1048
539422 | TTTGCTTATTTACCTGG | Intrén3 38 225569 225585 1049
539423 | TTTTGCTTATTTACCTG | Intrén3 33 225570 225586 1050
539424 | ATGATGTTACTACTACT | Intrén3 29 229618 229634 1051
539425 | AATGATGTTACTACTAC | Intrén3 10 229619 229635 1052
539426 | CAATGATGTTACTACTA | Intrén3 0 229620 229636 1053
539427 | CCCCTAGAGCAATGGTC | Infrén3 67 232826 232842 1054
539428 | CCCCCTAGAGCAATGGT | Infrén3 65 232827 232843 1055
539429 | TCCCCCTAGAGCAATGG | Intrén3 45 232828 232844 1056
539430 | TCAATTGCAGATGCTCT | Intrén3 78 237675 237691 1057
539431 | CTCAATTGCAGATGCTC | Intrén3 82 237676 237692 1058
539432 | GCTCAATTGCAGATGCT | Intrén3 9 237677 237693 1059
539433 | AGCTCAATTGCAGATGC | Intrén3 85 237678 237694 1060
539434 | GTATATTCAGTCCAAGG | Intrén3 73 248231 248247 1061
539435 | AGTATATTCAGTCCAAG | Intrén3 70 248232 248248 1062
539436 | CAGTATATTCAGTCCAA | Intrén3 40 248233 248249 1063
Tabla 137
Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1 y 3 de la SEQ ID NO: 2
ISIS NO Secuencia Regisn | % SEQIDNO:2 1 SEQIDNO-2 SlEQ
objetivo | inhibicion Sitio de inicio | Sitio de Detencisn NO
532502 | GAGTATTTCAGGCTGGAAAA 'm:’” 43 214623 214642 1064
26501 26520
533404 | GTAACTCAGGAATGGAAAAC 'mf’” 56 113035 113054 1065
121992 122011
26502 26521
533405 | AGTAACTCAGGAATGGAAAA 'mf’” 41 113036 113055 1066
121993 122012
26503 26522
533406 | AAGTAACTCAGGAATGGAAA '”‘f’” 43 113037 113056 1067
121994 122013
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(continuacion)

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 3 de la SEQ ID NO: 2

) . _ _ SEQ
sno| s [ [0 Taraonos [ srapno2 [
143207 143226
143235 143254
143263 143282
143291 143310
533407 | GAGATTTCAAATAAATCTCA | MM 0 143319 143338 1068
1 143347 143366
143375 143394
143403 143422
143431 143450
143459 143478
143208 143227
143236 143255
143264 143283
143292 143311
533408 | TGAGATTTCAAATAAATCTC | Mtren 11 143320 143359 1069
1 143348 143367
143376 143395
143404 143423
143432 143451
143460 143479
143209 143228
143237 143256
143265 143284
143293 143312
533409 | GTGAGATTTCAAATAAATCT | 'MréN 0 143321 143349 1070
1 143349 143368
143377 143396
143405 143424
143433 143452
143461 143480
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % | SEQIDNO.2 | SEQIDNO:2 SEO
objetivo inhibicien Sitio de inicio Sitio de Detencian NO
143210 143229
143238 143257
143266 143285
143294 143313
533410 | TGTGAGATTTCAAATAAATC | Mol 0 143322 143341 1071
1 143350 143369
143378 143397
143406 143425
143434 143453
143462 143481
143183 143202
143211 143230
143239 143258
143267 143286
143295 143314
533411 | TTGTGAGATTTCAAATAAAT '”Tb" 10 143323 143342 1072
143351 143370
143379 143398
143407 143426
143435 143454
143463 143482
143184 143203
143212 143231
143240 143259
533412 | TTTGTGAGATTTCAAATAAA | MIrEN 0 14529 145518 1073
1 143324 143343
143352 143371
143380 143399
143464 143483
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % | SEQIDNO:2 | SEQIDNO-2 ??
DDJEIWD inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencian NO

143185 143204

143213 143232

143241 143260
£33413 | CTTTGTGAGATTTCAAATAA | MM 20 145 143318 1074

1 143325 143344

143353 143372

143381 143400

143465 143484

143186 143205

143214 143233

143242 143261

Inledin 143298 143317
533414 | ACTTTGTGAGATTTCAAATA 57 1075

1 143326 143345

143354 143373

143382 143401

143466 143485

143187 143206

143215 143234

143243 143262
533415 | CACTTTGTGAGATTTCAAAT | MUen 69 145299 143318 1076

1 143327 143346

143355 143374

143383 143402

143467 143486
533895 | AGTATTTCAGGCTGGAAAAA '”t:’” 35 214622 214641 1077
533896 | TGAGTATTTCAGGCTGGAAA '”t;f’" 55 214624 214643 1078
533897 | TCTGAGTATTTCAGGCTGGA '”t;f’" 71 214626 214645 1079
533898 | ATCTGAGTATTTCAGGCTGG m!f” 77 214627 214646 1080
533899 | TATCTGAGTATTTCAGGCTG '”2?" 58 214628 214647 1081
533900 | TTTTGTGTTATGCCTTGAGG m@f” 51 221483 221502 1082
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ES 2812099 T3

(continuacién)

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 5-10-56 MOE dirigidos a intrones 1y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Regen | % | SEQIDNO.2 ) SEQIDMO.2 o
objetive | inhibicion Sitio de inicio | Sitio de Detencion NO
53390 TTITTTGTGTTATGCCTTGAG Im;én 55 221484 221503 1083
£33902 | ATTTITGTGTTATGCCTTGA Int;c':n 57 221485 221504 1084
533903 | ATATTTTTGTGTTATGCCTT II"IT;:':I'I 56 221487 221506 1085
533904 AATATTTTTGTGTTATGCCT Im;én 61 221488 221507 1086
533905 AAATATTTTTGTGTTATGCC Im;én 18 221489 221508 1087
533906 TTGCTTATTTACCTGGGTAA Im;én 58 225565 225584 1088
533907 TTTGCTTATTTACCTGGGTA Im;én 64 225566 225585 1083
533908 TITTGCTTATTTACCTGGGT Int;c‘:n 77 225567 225586 1090
533909 CCTTTTGCTTATTTACCTGG Im;én 69 225569 225588 1091
533910 GCCTTTTGCTTATTTACCTG Im;én 69 225570 225589 1092
533911 TGCCTTTTGCTTATTTACCT Im;én 55 225571 225530 1093
533912 ATGATGTTACTACTACTCAA Im;én 60 229615 229634 1094
533913 AATGATGTTACTACTACTCA Im;én 48 229616 229635 1095
533914 CAATGATGTTACTACTACTC Im;én 57 229617 229636 1096
533915 TCCAATGATGTTACTACTAC Im;én 69 229619 229638 1097
£33916 | TTCCAATGATGTTACTACTA II"IT;:':I'I 74 229620 229639 1098
533917 | ATTCCAATGATGTTACTACT |I"IT:;E:I'I 74 229621 229640 1099
533918 | CCCCTAGAGCAATGGTCTAG Im;én 71 232823 232842 1100
533919 | CCCCCTAGAGCAATGGTCTA Im;én 44 232624 232843 1101
£33920 | TCCCCCTAGAGCAATGGTCT II"IT;:':I'I 54 232825 232844 1102
533921 | TATCCCCCTAGAGCAATGGT II"IT;:':-I'I 62 232827 232846 1103
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1y 3 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO:2 1 SEQIDNO:2 SIEDQ
DUJE“"‘"D inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencion NO
533922 | ATATCCCCCTAGAGCAATGG 'm;f’" 50 232828 232847 1104
533923 | AATATCCCCCTAGAGCAATG 'm;f’” 61 232829 232848 1105
533924 | GCTCACATTTGGAAGACAGT '”t;f’” 68 233623 233642 1106
532925 | GGCTCACATTTGGAAGACAG 'm;f’” 74 233624 233643 1107
533926 | AGGCTCACATTTGGAAGACA 'm;f’” 56 233625 233644 1108
533927 | AGAGGCTCACATTTGGAAGA 'm;f’” 34 233627 233646 1109
532928 | TAGAGGCTCACATTTGGAAG '”t;f’” 18 233628 233647 1110
532929 | TTAGAGGCTCACATTTGGAA 'm;f’” 19 233629 233648 1111
533930 | CTCAATTGCAGATGCTCTGA 'm;f’” 66 237673 237692 1112
533931 | GCTCAATTGCAGATGCTCTG 'm:’” 72 237674 237693 1113
533932 | AGCTCAATTGCAGATGCTCT 'm;f’” 74 237675 237694 1114
533933 | AAAGCTCAATTGCAGATGCT 'm;f’” 66 237677 237696 1115
533934 | TAAAGCTCAATTGCAGATGC '”t;f’” 59 237678 237697 1116
532935 | ATAAAGCTCAATTGCAGATG '”t;f’” 23 237679 237698 117
533936 | GTGAGTCCATTAAACCTCTT 'm;f’” 73 244873 244892 1118
533937 | TGTGAGTCCATTAAACCTCT 'm;f’” 73 244874 244893 1119
532938 | ACTGTGAGTCCATTAAACCT 'm:’" 17 244876 244895 1120
532939 | AACTGTGAGTCCATTAAACC 'm:’" 19 244877 244896 1121
533940 | GAACTGTGAGTCCATTAAAC 'm;f’" 28 244878 244897 1122
533941 | ATATTGAAAGGCCCATCAAA '”t;f’” 12 246498 246517 1123
533942 | AATATTGAAAGGCCCATCAA 'm;f’” 3 246499 246518 1124
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intrones 1 y 3 de la SEQ ID NO: 2

) Regisn % SEQID NO: 2 SEQID NO: 2 SEQ
ISIS NO Secuencia = I - L i - 1D

objetivo | Inhibicién Sitio de inicio Sitio de Detencian NO

533943 AAATATTGAAAGGCCCATCA Int?r,on 51 246500 246519 1125
533944 GAAAATATTGAAAGGCCCAT Int;on 22 246502 246521 1126
533945 | GGAAAATATTGAAAGGCCCA Iﬂt;c:l'l 42 246503 246522 1127
533946 | AGGAAAATATTGAAAGGCCC Int;on 28 246504 246523 1128
533947 GTATATTCAGTCCAAGGATC Int;on 65 248228 248247 1129
533948 AGTATATTCAGTCCAAGGAT Int;on 63 248229 248248 1130
533949 CAGTATATTCAGTCCAAGGA Int;on 67 248230 248249 1131
533950 AACAGTATATTCAGTCCAAG Int;on 56 248232 248251 1132
533951 AAACAGTATATTCAGTCCAA Iﬂt;c:l'l 60 248233 248252 1133
533952 AAAACAGTATATTCAGTCCA Iﬂ'[;c':l'l 59 248234 248253 1134
533953 TCTATTGTTGCCACCTTTAT Int;on 45 252838 262857 1135
533954 TTCTATTGTTGCCACCTTTA Int;on 52 252839 252858 1136
533955 TITCTATTGTTGCCACCTTT Int;on 46 252840 252859 1137
533956 AGTTTCTATTGTTGCCACCT mt;Dn 59 252842 252861 1138
533957 CAGTTTCTATTGTTGCCACC Int;on 41 252843 252862 1139
533958 CCAGTTTCTATTGTTGCCAC Iﬂ'[;c':l'l 48 252844 252863 1140

Tabla 138
Inhibicisn de ARNmM de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 3 de la SEQ ID NO: 2
1SIS NO s i %o SEQ ID NO: 2 Sitio de |SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID
ecuencia inhibician Inicio Detencién NO

532454 GCAGAACTGATTGCTTACTT 78 182862 182881 1141
532455 AGGTCATAAGATTTTCATTT 48 183533 183552 1142
532456 GCCTCTGGCCATAAAGAAAT 54 183578 183597 1143
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(continuacién)

Inhibician de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 3 de la SEQ 1D NO: 2

. % SEQ ID NO: 2 Sitio de | SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID

ISIS NO Secuencia inhibicién Inicio Detencisn NO

532457 AAAGTTTAAGAGGCACCCCA 31 184508 184527 1144
532458 GAATAAGCACAAAAGTTTAA 28 184519 184538 1145
532455 GAACCAAATAAACCTCTCTT 52 185452 185471 1146
532460 ATGTTGAAATTTGATCCCCA 79 185763 185782 1147
532461 TGTGAGAGCTCACTCACTAT 42 186134 186153 1148
532462 CTTGTGAGAGCTCACTCACT 72 186136 186155 1149
532463 | ACATGGTGGCAGGAGAGAGG 42 186206 186225 1150
532464 CTAGAAAGAAACTACCTGAG 12 186341 186360 1151
532465 AACTTCAGTTGTAAAATAAT 27 187044 187063 1152
532466 GAAAAGGATTTTGAGATTTC 43 188897 188916 1153
532467 CTTAGCTGTCAAGGCCCTTT 80 189084 189103 1154
532468 TGTGCTTCATGTCTTTCTAG 88 189119 189138 1155
532469 CCCTTGAACATGCTATCCTT 85 189256 189275 1156
532470 CTTGCAGGGATGCATCTCAG a7 189625 189644 1157
532471 TCTCTTGCACATCTAATTTC 82 189656 189675 1158
532472 CTTCCAGCACAACCCATCAC 77 190109 190128 1159
532473 GTAACTACATTCCCTITATC 52 190860 190879 1160
532474 AGTAACTACATTCCCTTTAT 58 190861 190880 1161
532475 CAGATAGCACAGGGCTAAAA 84 190979 190998 1162
532476 AGAATCAGGAATGTTTGCCT 86 1925904 192923 1163
532477 TGACTCAATCATTTAGACTT 45 192950 193009 1164
532478 TCAACAGTCAATGGACTTGT 71 193042 193061 1165
532479 AATTTCTACTGCTATGATGC 75 194806 194825 1166
532480 ATGGTTCCAAATTTCTATCT 86 195704 195723 1167
532481 CTGTATGGCTTTAAGTATTC 63 196756 196775 1168
532482 AACTTATGAACTGTTCACCA 86 198307 198326 1169
532483 AATAAGCTTGAAGTCTGAAG 63 199520 199539 1170
532484 TAGTTATCTAACTGCCCAAT 77 199544 199563 1171
532485 TTCTGCAAAGCTTCCCAGTA 72 200314 200333 1172
532486 ACAACTTCAAGCTTCACATA 65 200599 200618 1173
532487 GAATCAATGTTCTGGCAAGA 52 201842 201861 1174
532488 CAGCCTTTCAGCTGTGAAAG 52 204181 204200 1175
532489 AACAATGCCAAGAAATCTAT 74 204369 204388 1176
5324590 CCCACAGTAACAATGCCAAG 90 204377 204396 m77
532491 TTTTACCTCCCAGTGAAACT 34 205896 205915 1178
532492 TAATTGTTGATCCATGATGT 5 208856 208875 1179
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(continuacién)

Inhibician de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 3 de la SEQ ID NO: 2

. % SEQ IDNO: 2 Sitio de | SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID

ISIS NO Secuencia inhibicién Inicio Detencian NO

532493 GTTGGAGAGACAAGTTTAAC 29 208975 208994 1180
532494 AGTCATAAAATTCAAATTAT 39 209537 209556 1181

207510 207529
532495 GGCCTTGGGCACACTTTCTC a2 1182
210189 210208

532495 AAGTTTTTATTGAAGTTAAT 0 212551 212570 1183
532497 AAGAAAAATTAGGAAGCTAG 31 212649 212668 1184
532498 CAGGGAGATAAGTTTATTCA 61 212797 212816 1185
532499 ATTTAATACACATTGGAATA 15 213390 213409 1186
532500 GTAGGACTATTTATGATTCC 86 213914 213933 1187
532501 CACTCTCTTGGGCTGTTAAG a2 214479 214498 1188
532502 GAGTATTTCAGGCTGGAAAA 66 214623 214642 1064
532503 TTGTTTGAGTTCCAAAAGAA 39 214932 2145951 1189
532504 TTTGCCATGAGACACACAAT 7 215932 215951 1190
532505 CACCAAACCTCAGAGACATG a0 216468 216487 1191
532506 CCACTGTTAAGTGATGCATG 83 217480 217499 1192
532507 CTCTCAGGTAATTTCTGGAA 86 219019 219038 1193
532508 GCTCCTCACAATGACCCTITT 84 219452 219471 1194
532509 GGGACTGGCACTGGTAATTT 56 220062 220081 1195
532510 CTAACCATTAGTTACTGTAT 69 220558 220577 1196
532511 GGATTTTAGGTTCTTGCTGT 51 221588 221607 1197
532512 TGAATCATATACTGATATCA 63 222914 222933 1198
532513 TTGAGGTATTAAATTTTAAA 0 223001 223020 1199
532514 AGTTTGTAATGTAGTGATTT 19 223156 223175 1200
532515 AAATATTTGATAGCTCACAT 18 224409 224428 1201
532516 AGAAATATTTGATAGCTCAC 57 22441 224430 1202
532517 CCACATTTCAAATGTTCTCT 80 224717 224736 1203
532518 | GCAGGAAGAGTGGCATGGAC 59 224750 224769 1204
532519 CACTTATCCAAATGCAGAGA a2 225742 225761 1205
532520 CAAGGTAATGGGAGGCTAGC 47 225903 225922 1206
532521 ATAGTCAAAGCTAAGGATAT 4 226177 226196 1207
532522 GTAATTTCATTCATGCTTCC &7 226804 226823 1208
532523 GTCCACATTCAGCTGTGTGT T2 231912 231931 1209
532524 TCATTCAGGAAATTCTGCTA 62 232286 232305 1210
532525 AACATGTCTCATTCAGGAAA 71 232294 232313 1211
532526 TAACATGTCTCATTCAGGAA a5 232295 232314 1212
532527 AGATTCCTCAAATTCAGTGA 66 232389 232408 1213
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(continuacién)

Inhibicien de ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a intren 3 de la SEQ ID NO: 2

. % SEQ 1D NO: 2 Sitio de | SEQ ID NO: 2 Sitio de| SEQID
ISISNO Secuencia inhibicisn Inicio Detencisn NO
532528 TAAGCGGAAAAGGAGAAMAG 0 233684 233703 1214
532529 AAAGCAAGAGAATTCCTAAA 32 234203 234222 1215
532530 AATGAACCTTTAACTTAGTA 40 234876 234895 1216
Tabla 139

Inhibicisn del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a los intrones 3-8 y las regiones intran-exanicas de
la SEQ D NO: 2

ISIS NO Secuencia Regisn % | SEQIDNO:- | SEQIDNO: SEQ

objetivo inhibicicn 2 Sitio de 2 Sitio de NO
inicio Detencisn

523792 AAAGCTTTGTGGATAAAGTT Intrén 3 44 213025 213044 1217
523793 GAAGGAAAGGTTCTGTGGAA Intrén 3 38 213825 213844 1218
523794 CTGAGTATTTCAGGCTGGAA Intrén 3 84 214625 214644 1219
523795 TTGAATTATCCCTTTAAAAA Intrén 3 38 215446 215465 1220
523736 TTTAGAATGGTTTGGCATAC Intrén 3 66 216365 216384 1221
523797 GATATGTCCACATTGATTAG Intrén 3 65 218132 218151 1222
523738 ATTATTTAAGCTTCTACTTT Intren 3 44 218973 218992 1223
523799 ATACATGGCAATTAAAAGAT Intrén 3 26 219886 219905 1224
523800 TGAGATAGTGTGGGAAATAT Intrén 3 18 220686 220705 1225
523801 TATTTTTGTGTTATGCCTTG Intron 3 T3 221486 221505 1226
523802 TTATTAACTAGAATATGCCT Intrén 3 16 223110 223129 1227
523803 GATTATTCTATTITTATTTT Intrén 3 33 223948 223967 1228
523804 AGGAAGAGTGGCATGGACAT Intron 3 43 224748 224767 1229
523805 CTTTTGCTTATTTACCTGGG Intrén 3 84 225568 225587 1230
523806 TTTATATTATTAATATCATT Intrén 3 31 226371 226390 1231
523807 GGTACATGGCTTITTAAGTGG Intrén 3 53 227218 227237 1232
523808 AATATTGGTCAGGTTTAAGA Intrén 3 28 228018 228037 1233
523809 ATTTCATCTCTTTCTTAGTT Intrén 3 45 228818 228837 1234
523810 CCAATGATGTTACTACTACT Intrén 3 89 229618 229637 1235
523811 GTTCCCCCAACCCCTTGGAA Intrén 3 28 230418 230437 1236
523812 TATAGGAAGTGAGATGTATG Intrén 3 46 231218 231237 1237
523813 ATTATTCTAGAAGAAGATTT Intren 3 12 232018 232037 1238
523814 ATCCCCCTAGAGCAATGGTC Intrén 3 79 232826 232845 1239
523815 GAGGCTCACATTTGGAAGAC Intrén 3 69 233626 233645 1240
523816 TACACAAATCCAAGGCAGAG Intrén 3 57 234447 234466 1241
523817 AGGAAGAGTGGGAGTGTTAC Intrén 3 35 235258 235277 1242
523818 GTCCCTGACTAGGCATTITG Intrén 3 43 236071 236090 1243
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a los intrones 3-8 y las regiones intren-exonicas de

la SEQ ID NO: 2
ISIS NO Secuencia Regién % | SEQIDNO- | SEQIDNO: S|E|:JQ
DbjE“VD inhibician 28|t|0 de 2 Sitio de NO
Inicio Detencian
523819 | AAGCTCAATTGCAGATGCTC Intrén 3 80 237676 237695 | 1244
523820 | CTGTGAGTCCATTAAACCTC Intrén 3 81 244875 244894 | 1245
523821 | TGAAATGTGGCTAGTGTGAC Intren 3 51 245701 245720 | 1246
523822 | AAAATATTGAAAGGCCCATC Intren 3 68 246501 246520 | 1247
523823 | AATGTCAATAGTGCCCTATT Intrén 3 48 247431 247450 | 1248
523824 | ACAGTATATTCAGTCCAAGG Intren 3 82 248231 248250 | 1249
523825 | TGTCTATTTAAGTTTGTTGC Intrén 3 45 250001 250020 | 1250
523826 | TTCAAGTACTGTCATGAATA Intren 3 47 251214 251233 | 1251
523827 | TTTCTTTTTCTTAAACTAAG Intren 3 11 252041 252060 | 1252
523828 | GTTTCTATTGTTGCCACCTT Intren 3 70 252841 252860 | 1253
523829 | AAGGCCACATATTATAGTAT Intrén 3 29 253698 253717 | 1254
523830 | ACCTGAACTATTAATTTCTT Intren 3 19 265397 255416 | 1255
523831 | GAATGGGCTGAGTAGTTGAA Intren 3 47 256197 256216 | 1256
523832 | TGATGAACATTGCTAATTTG Intren 3 26 257018 257037 | 1257
523833 | ATCTTGCCTCGATGAAAGTT Intren 3 17 257818 257837 | 1258
523834 | TTAAGTGGCACAGCCATGAT Intren 3 9 258774 258793 | 1259
523835 | AATGAGTTAAGTTGGAACAC Intrén 3 25 261294 261313 | 1260
523836 | TCCTTAGTAGAATGCCTGGA Intren 3 57 263338 263357 | 1261
523837 | TATGTAGAAAAATAAGCTGG Intrén 3 0 266514 266533 | 1262
523838 | GCCGAGGCAGGCACCTGAGT |  Intrén3 43 267375 267394 | 1263
523839 | TGGTACCTATATTGAGAGGT Intrén 4 46 269052 269071 1264
523840 | TTAAGGAAAAATATAGTATA Intren 4 7 269854 269873 | 1265
523841 | TTATTTATGTGTCAGGGATG Intrén 4 28 270668 270687 | 1266
523842 | CAAAAGTTAAGTGCTTTAGG Intren 4 10 271468 271487 | 1267
523843 | TTCATAGATGTCTAAGGAAT Intrén 4 32 273341 273360 | 1268
523844 | ACCTGTGATTTACCTATTTC | UMién Exén 18 274185 274204 | 1269
S-intréen 5
523845 | TGCCTAGAAAACCACATAAA Intrén 5 38 274985 275004 | 1270
523846 | AAACATCCTCAAAGGTACCT Intrén 5 64 275808 275827 | 1271
523847 | CTTCCCTGAGACACACACAT Intrén 5 35 276617 276636 | 1272
523848 | CTTCTTCAATCTTCTCATAC Intrén 5 33 278288 278307 | 1273
523849 | TACCATTTTCCATTTAGTTT | Jmiénexén 7 279088 279107 | 1274
G6-intren 6
523850 | ATTGGCATCTTTTTCAGTGG Intrén 6 34 279902 279921 1275
523851 | TCAAGCTCACGGTTGGAGAC Intren 6 36 280799 280818 | 1276
523852 | AAATGAAATCAGTATGTTGA Intrén 6 0 281622 281641 1277
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a los intrones 3-8 y las regiones intran-exsnicas de

la SEQ ID NO: 2
SEQ
o, - .
ISIS NO Secuencia Regisn % | SEQIDNO- | SEQIDNO- )

objetivo inhibician _2_S|_t|0 de 2 Sitio qe NO

INICIO Detencisn
523853 | TGATTTATCACAAAGGTGCT Intrén 6 29 282437 282456 1278
523854 | AAAACAGTAGAAAAGATTAA Intrén 6 14 284073 284092 1279
523855 | CTACATCACAGCAGTCAGAA Intrén 6 23 285187 285206 1280

286349 286368
523856 | AAAAGATGTAAGTGTGACAT Intrén 6 28 1281

286919 286938
523857 | TTACAAGAACTGCTAAAGGG Intrén 6 15 287151 287170 1282
523858 | ATAAAGAAAAAGTTAACTGA Intrén 6 9 287982 288001 1283
523859 | AGATAATATACTTCTTCTAT Intrén 6 4 288809 288828 1284
523860 | CCTTCTTCACATGTAAATTG | Mién exsn 19 290456 290475 1285

7-intrén 7
523861 | TTTCTATGTAGCTTGTGGTT Intrén 7 30 291258 291277 1286
523862 | AGGCAGAGTTTTTATTGATA Intrén 7 19 292058 292077 1287
523863 | ATAGTCACCAGCCTAAGCCT Intrén 8 28 292858 292877 1288
523864 | AGACTTTTAGCATGCTTGAC Intrén 8 56 293658 293677 1289
523865 | TTTACAGCCCTACAGTTCTA Intrén 8 7 294464 294483 1290
523866 | CCAGAGAACCTGACTCCAAA Intrén 8 6 295330 295349 1291
523867 | CAGAAGAAAATATTAGACAG Intrén 8 10 296993 297012 1292
Tabla 140

Inhibicion del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a los intrones 3-8 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Regien | % SEQIDNO:-2 ) SEQIDNO-2 SIEQ
objetivo | inhibician Sitio de inicio  [Sitio de Detencign NO
532531 TATTATACTTCTAAATTCCC Intrén 3 70 236716 236735 1293
532532 TAAAAGCAAGAAAAAGGAAC Intrén 3 52 236889 236908 1294
532533 CCTAATTTATATGAACAAAC Intrén 3 56 237177 237196 1295
532534 TGCAATGCCTTAGCCTAAAA Intrén 3 86 238087 238106 1296
532535 CACCACCATTATTACACTAC Intrén 3 75 238186 238205 1297
532536 AAATAAATCAGATTATTATA Intran 3 52 238242 238261 1298
532537 CTTAGATCTGTGCTGTCCAA Intran 3 81 245758 245777 1299
532538 GTTAGTGTTAGATTCTTTGA Intran 3 67 246152 246171 1300
532535 CATGCTCACGGCTGTGTTAC Intrén 3 66 246248 246267 1301
532540 CCCATCAAATACTGAGTTCT Intran 3 86 246487 246506 1302
532541 GAAAGTAGTGATTAATGAGA Intren 3 38 247012 247031 1303
532542 ATTAATCAACAAGTGGCATT Intrén 3 72 247203 247222 1304
532543 TTTAATTTTAGGGTTTAGAG Intran 3 48 248344 248363 1305
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(continuacién)

Inhibicien del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dingidos a los intrones 3-8 de la SEQ ID NO: 2

ISIS NO Secuencia Region | % SEQIDNO:2 ) SEQIDNO:2 SIEO

UUJE“VO inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencisn NO
532544 | CTTGCTACCACTAGAGCCTT | Intren 3 69 248694 248713 1306
532545 | ACCACTGACTTATATCATTT | Intren 3 58 248743 248762 1307
532546 | TTCCCCATTGCTAATTTTGT | Intron 3 48 251601 251620 1308
£32547 | TCCTGAAACTTAGTAGCTGG | Intrén 3 83 253147 253166 1309
532548 | TGTCTTAAAAAGGAATAAAA | Intrén 3 52 253785 253804 1310
£32549 | CCTATAATAAAGTATTGTCT | Intrén 3 70 253800 253819 1311
532550 | ATGTAAAATGGTATAGCTAC | Intren3 50 254040 254059 1312
532551 | AACCCTCACACACTTCTGTT | Intrén 3 71 254064 254083 1313
532552 | ATTCTGCATAAGCAGTGTTT | Intren 3 53 254246 254265 1314
532553 | TTACTACCCTGAAGAAGAAC | Intrén 3 35 254314 254333 1315
£32554 | AAGACCTATAACTTACTACC | Intrén 3 49 254326 254345 1316
532555 | TTTCACAAGATTTACTTGGT | Intren 3 77 254641 254660 1317
532556 | CAGTTGTGATTGTCAACCTA | Intren 3 77 257073 257092 1318
532557 | AATCTTGCCTCGATGAAAGT | Intren 3 57 257819 257838 1319
532558 | TGGCCTAAATGTATCAGTTA | Intren3 66 259157 259176 1320
532559 | AGGCTTTGGGTAAAATCTTT | Intrén 3 67 259184 259203 1321
532560 | TATGATTTTTAAAGATTAAA | Intren 3 20 261419 261438 1322
532561 | GTACAGTGAAAAAGATGTGT | Intrén 3 56 263666 263685 1323
532562 | GACAGGTATGAAGCAAAACA | Intren 3 64 267033 267052 1324
532563 | TGAGCTGAGGGTCTTTGCCG | Intrén 3 61 267391 267410 1325
532564 | AGGCTGAGTTGTACACAAAC | Intren 4 52 269422 269441 1326
532565 | ATGAGGAGGCTGAGTTGTAC | Intren 4 43 269428 269447 1327
532566 | TCATAAAGTGGGCCCAGCTT | Intren 4 70 270044 270063 1328
£32567 | ACTCCTAATCCCTCAGTTTT | Intren 4 62 270492 270511 1329
532568 | TTTACATGCAAGGAGCTGAG | Intren 4 61 271047 271066 1330
532569 | TAATGCCCTTTCTCCCTACT | Intren 4 60 271215 271234 1331
32570 | CCTGTTTAGATTATCCCAAA | Intren 4 62 271763 271782 1332
532571 | CATGATTCACAGAATTTCTC | Intren 4 56 271831 271850 1333
532572 | AGTTAGAAAACTCAAAGTAT | Intren 4 271915 271934 1334
532573 | TCAAATGTACTTAGCATAAG | Intren 4 9 271947 271966 1335
£32574 | ATATCAAATGTACTTAGCAT | Intren 4 59 271950 271969 1336
532575 | AAAGTTCAGAAGAGGGAATG | Intren 4 51 273233 273252 1337
532576 | AATTCCCATCTGAGTAGTTT | Intren 4 56 273440 273459 1338
532577 | GTCCCCTAATTTCAGGCTAA | Intren 4 31 273471 273490 1339
532578 | CTATGTCAAATGAAACAAAA | Intrén 5 38 274205 274224 1340
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(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a los intrones 3-8 de la SEQ ID NO: 2
ISIS NO Secuencia Region | % | SEQIDNO:2 | SEQIDNO:2 Slléa
Dbjetl‘:"[) inhibician Sitio de inicio Sitio de Detencisn NO
532579 | TGATTATGCTTTGTGATAAA | Intréns 42 274624 274643 1341
532580 | TCCAGCTGACTAGGAGGGCT | Intrén 5 7 275732 275751 1342
532581 | CATACCAGTCTCCTCGCTCA | Intrén5 0 276738 276757 1343
47 277045 277064
532582 | ATATAACAGAATCCAACCAT | Intrén 5 1344
278361 278380
532583 | TGCAAAATGGCCAAACTACA | Intrén5 56 277577 27759 1345
532584 | TCTTCCTAGCCACATGTGAT | Intréns 32 278227 278246 1346
532585 | TACCATGCTCTCTAATTGCC | Intrén6 47 279624 279643 1347
532586 | AGTGATCTGTGCCAGGCTGC | Intrén6 65 279848 279867 1348
532587 | AAGTTACAGAACAGATATCT | Intrén6 61 280012 280031 1349
532588 | GTATTGTGAAAATAGTACTG | Intrén6 45 280226 280245 1350
532589 | AAACACTATCAAGCTCACGG | Intrén 6 54 280807 280826 1351
532590 | TTCAAGAAAAGTCTTCAAAT | Intrén 6 24 280831 280850 1352
532591 | GGATCATTTCCCCATGCATG | Intren6 52 280982 281001 1353
532592 | ATATTATATTAAGAAAAATG | Intrén6 4 281422 281441 1354
532593 | CTCCCATGTTCATTACTTAT | Intrén6 49 281587 281606 1355
532594 | CATGACATTGGTTTGGGCAA | Intrén6 43 282229 282248 1356
532595 | AATGTTGTTGGGAAAATTGG | Intrén 6 42 282383 282402 1357
532596 | AGCTGCAGGATACAAAGTCA | Intrén6 49 282986 283005 1358
532597 | ATATCCTTTCATGATAAAAA | Intrén 6 31 283354 283373 1359
532598 | ATGGGCTAATATCTCTGATA | Intrén 6 50 283590 283609 1360
532599 | ACATTACTAATAATTAGAGA | Intrén6 0 285236 285255 1361
532600 | ATAAAAACATATGAAAGTAT | Intrén6 12 287093 287112 1362
532601 | TTCTGAATTAAATCTATTAG | Intrén 6 16 287408 287427 1363
532602 | TTACATTTTTGCAAATTTAT | Intrén6 31 287472 287491 1364
532603 | TGAACAGTTGATTAACAAAG | Intrén 6 15 287887 287906 1365
532604 | AAGTTATTGGTTTACTAGAT | Intrén6 0 288598 288617 1366
532605 | TTGGAAAAGGTCCTAGAAAA | Intrén6 24 289808 289827 1367
532606 | CATGACAGAAACTTCTTAGA | Intrén 7 25 292035 292054 1368
532607 | CCATACTTGCTGACAAATAT | Intrén 8 39 294389 294408 1369

Ejemplo 115: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
MOE

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicidn in vitro significativa de
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se
probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se colocaron en placas a una
densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 0,625 uM,
1,25 pM, 2,50 pM, 5,00 uM y 10,00 uM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en las Tablas siguientes.
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Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de sonda de cebador
humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo
con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 141
NeISIS | 0625 M | 1250 @M | 250 M | 500pM | 1000 uM | ICsq (u)
323271 41 61 73 il g2 048
523274 20 36 &< &0 g2 1.8
523324 35 45 58 a1 g 1.2

Tabla 142
NeISIS | 0625 | 1250pM | 250 @M | 500pM | 1000 uM | ICsp ()
523504 21 42 a22] 58 88 20
523577 G 22 56 656 a1 27
323514 14 44 61 G4 a7 1.9
5235684 4 26 45 &7 85 28
523633 30 43 L g2 &4 14
323371 2 9 38 a5 G2 39

Tabla 143
NeISIS | 0625uM | 1250 pM | 250 M | 500 M | 10.00 uM | ICsg (uM)
523570 25 20 ) Lk at] 1.5
323592 27 42 59 79 &8 1.7
3235595 21 a0 62 [ a0 1.6
523556 36 47 62 [E] 7T 14
523807 449 62 7 g2 a4 0.5
323615 20 449 63 g3 a1 1.6
323630 28 > 79 [i:] 26
523661 4 - 48 73 79 27
523665 4 28 54 73 79 27
323587 30 26 61 [ &1 14
323711 42 66 =] o4 g5 0.7
523712 G 37 &0 72 89 23
523713 4 32 55 72 85 25
323714 59 L= a8 g5 a7 02
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Tabla 144
MeISIS | D625 pM | 1250pM | 250 M | S00uM | 1000 wM | ICsq (ubd)
223655 26 33 60 &7 [k ] 21
523855 19 33 45 69 a7 24
523558 0 42 62 67 79 31
323715 78 a0 92 93 a5 <0.6
223718 30 456 67 g4 92 1.4
5923723 56 69 83 92 94 03
223725 45 64 7 a9 a5 06
223726 32 45 ir a8 a9 1.2
523735 0 &4 75 a0 98 15
523747 48 64 a0 91 92 06
523758 25 39 61 74 84 1.9
223765 ¥ 37 66 81 93 20
223775 26 4 72 [k ] 83 1.3
523789 62 2] LY | 85 90 02

Tabla 145
NeISIS | D25 pM | 1250 M | 250pM | S00pM | 1000 pM | ICsg (uM)
323719 24 45 65 G4 93 1.5
223720 18 449 72 83 93 1.5
523724 43 61 L 91 91 oy
523735 8 42 63 81 a3 20
323740 37 58 72 83 a8 1.0
223752 9 29 22 72 il 25
5237863 8 32 a7 70 80 26
523764 43 52 67 77 79 09
223765 24 435 62 a8 4 1.5
223767 49 62 67 72 g2 0.6
523772 29 39 24 62 61 27
523774 28 59 63 88 91 1.2
223778 25 32 63 78 G4 1.9
523783 0 22 53 72 &8 238

Tabla 146
MeISIS | D625 pM | 1250pM | 250 M | S00uM | 1000wM | ICsq (ubd)
232131 a7 69 [iL=] 85 a8 <0.6
532153 23 43 24 80 86 1.8
532158 45 58 a a7 a7 06
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(continuacion)

MNelSIS | 0625 M | 1250 pM | 250 M | 500 WM | 1000 M | ICsg (W)
532160 17 26 a5 [ g2 22
532162 14 456 71 g3 a3 1.7
532164 37 76 82 a0 a3 06
232171 41 a1 67 &1 g3 <0.6
2332181 26 a1 a4 g9 g3 0.2
5321858 26 65 75 83 o1 11
532188 =Y 3] a0 89 a3 =0.6
532189 24 Y | 32 L] g6 21
232197 0 40 66 il g3 21
532199 24 37 50 73 &7 21
532222 12 41 67 G4 a4 1.8
Tabla 147
NeISIS | 0625uM | 1250pM | 250uM | 500 M | 1000 pM | ICsg (uM)
232175 41 4 [iL=] G4 ite] 09
532223 53 69 75 88 a4 =0.6
532235 43 58 67 T g2 03
23224 39 33 62 73 a7 12
232248 49 63 T2 il g3 0.6
532254 52 62 a5 &7 g2 <=0.6
532300 20 249 49 65 78 27
532304 26 39 66 [L:] 90 1.7
2332316 41 66 [iL=] als] 94 0.7
532385 32 56 84 g3 oy 1.0
53240 47 a0 92 g8 a8 =0.6
5332411 T3 0 94 a7 98 <0.6
232420 38 449 g2 il a7 1.0
532435 37 58 75 a0 £ 09
Tabla 148

NeISIS | 0625 M | 1250pM | 250 M | 500 uM | 1000 uM | ICsp (uM)
532410 66 a3 92 o4 oy =0.6
532468 45 64 [t 93 a4 06
532469 0 17 26 [ g2 248
532470 10 3 62 G4 a4 20
532475 13 36 52 G4 &7 25
532475 34 64 T3 79 a3 09
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(continuacién)

NelSIS | 0625 M | 1250pM | 250 M | 500 | 1000 M | ICsg (W)
532480 28 54 67 78 a7 1.4
532482 21 39 &9 83 92 1.7
332490 42 &0 68 G4 93 09
232500 37 20 63 g1 a7 1.2
532506 13 41 66 s 89 1.9
532507 47 59 71 88 89 07
532508 0 Y | 73 g3 a9 22
532525 Y | 56 78 79 &8 11
Tabla 149
NelSIS | 0625 ,M | 1250p,M | 250 M | 500 M | 1000 uM | ICsg (uM)
5324595 59 74 81 a7 a5 <0.6
33250 449 33 71 g3 g4 07
53253 23 7o a5 a1 a7 <0.6
532535 0 3 &1 G4 92 26
532537 49 67 a0 a0 94 =0.6
332540 29 i) a7 93 95 <0.6
232547 a7 [ a1 a1 92 <0.6
532555 45 36 61 72 85 1.3
532556 33 a7 67 85 a0 11
Tabla 150

NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 M | 500 M | 1000 uM | ICsg (uM)
52341 32 57 a1 g2 88 1.0
533006 45 43 69 g3 91 1.0
2333121 23 7o [ &8 a3 <0.6
533122 65 L g2 a0 a3 <0.6
533123 39 71 a4 a1 a5 06
333125 449 61 iy | 85 91 06
23313 3 a7 29 g2 a0 1.9
533135 32 65 62 81 88 11
533139 13 31 72 a0 94 1.5
333140 36 66 39 a7 92 1.2
233133 20 63 a3 g9 a0 <0.6
533155 43 64 74 85 a0 07
533160 57 a0 a7 a1 a5 =0.6
333161 4 62 iy | i) 92 <0.6
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Tabla 151
NelSIS | 0625uM | 1250 M | 250 M | 500 pM | 10.00 M | ICsg (M
533234 50 70 86 93 95 <0.6
533237 5 45 &3 84 93 1.9
533233 43 55 76 90 95 0.8
533179 &3 63 75 87 87 1.0
533178 53 67 76 89 94 <0.6
533187 5 15 53 79 86 27
533188 49 68 83 89 94 <0.6
533271 a5 B 85 92 94 0.6
533134 22 45 &4 81 89 16
533253 52 72 88 93 95 =0.6
533235 50 54 75 82 90 0.7
533262 23 54 78 91 96 1.2
533189 48 66 78 82 88 <0.6
533193 38 53 72 77 91 1.0
Tabla 152
NeISIS | 0625uM | 1250 pM | 250 pM | 500 pM | 10.00 pM | ICsg (M
533259 63 78 84 90 g2 =0.6
533291 25 57 75 86 96 1.2
533256 &7 76 a0 95 95 <0.6
533269 42 75 82 94 57 0.6
533265 67 78 91 95 97 =0.6
533318 16 45 77 87 95 1.5
533257 55 84 91 96 96 <0.6
533280 34 62 80 91 91 0.9
533301 52 77 84 93 96 <0.6
533316 4 50 79 93 94 0.9
533270 &2 71 88 94 97 <0.6
533330 46 76 93 57 98 <0.6
533317 55 &0 82 a7 96 =0.6
533315 39 55 82 87 93 0.9
Tabla 153
NeISIS | D625uM | 1250 pM | 250 M | 500 pM | 1000 M | ICsg (uM
533364 71 77 92 90 94 <0.6
533925 26 55 &1 85 91 14
533326 54 77 80 93 95 <0.6
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(continuacién)

NelSIS | 0625 M | 1250 pM | 250 pM | 500 M | 1000 pM | ICsg (M
533916 18 B2 59 83 93 1.4
533328 52 68 B89 94 98 <06
533932 42 49 80 86 92 0.9
533352 42 B2 88 93 94 <06
533917 20 a7 57 78 84 2.0
533331 54 83 B89 93 96 <06
533936 21 46 73 84 88 15
533329 56 73 84 92 98 <06
533037 26 32 79 86 94 15
533908 58 B 81 88 94 <06
533898 &1 B4 84 a0 92 <06
Tabla 154
NeISIS | 0625uM | 1250 uM | 250 M | 500 pM | 10.00 uM | ICsq (uM)
530371 32 4 a2 a2 a8 1.2
539382 18 58 74 a1 a7 13
539392 34 59 79 o4 95 0.9
539398 3| 53 89 94 a8 1.0
539399 3| 72 a7 a5 a7 0.8
538400 36 &0 79 a3 a7 0.8
530405 33 58 74 a1 94 1.0
530412 23 &1 80 93 a5 1.1
530413 53 75 86 a2 o5 <06
530415 47 B2 84 a1 o5 0.6
530416 &1 85 94 a7 o5 <06
530430 24 48 B8 B0 a3 15
535431 14 40 7 89 a5 17
530433 46 &7 74 a2 a5 0.6

Ejemplo 116: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
MOE

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicidn significativa in vitro de
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se
probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se colocaron en placas a una
densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporaciéon con concentraciones de 0,3125
uM, 0,625 pM, 1,25 uM, 2,50 pM, 5,00 uM y 10,00 uM de oligonucledtido antisentido, como se especifica en las
Tablas siguientes. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las
células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de
sonda de cebador humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se
ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles

de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.
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Tabla 155
NeISIS | 03125 M | 0.625puM | 1250 uM | 250 pM | 500 M | 10.00 uM | ICsp (uM)
523814 0 24 48 52 68 82 22
523805 13 29 55 0 79 85 15
523822 0 19 26 41 65 85 2.8
523820 0 19 29 58 74 86 2.3
523815 3 6 19 37 45 71 4.8
523828 12 19 32 51 64 74 27
523801 3 9 31 43 59 76 3.3
523824 12 28 44 63 77 85 17
523794 13 21 30 51 66 78 25
523810 15 34 55 72 78 86 13
523819 0 24 40 60 66 75 24
Tabla 156
NeISIS | 03125 M | 0.625pM | 1250 yM | 250 pM | 500 pM | 10.00 uM | ICgp (uM)
539302 31 56 80 92 97 98 0.5
539314 16 28 49 69 85 95 13
539319 8 30 45 71 90 94 14
539320 11 42 64 83 92 95 1.0
539321 25 48 64 82 95 97 0.8
539322 19 34 58 72 90 96 11
539331 7 14 46 69 88 96 16
539355 28 35 67 89 96 98 0.8
539358 12 39 56 80 93 98 11
539359 15 23 58 77 93 98 12
Tabla 157
NeISIS | 03125 M | 0.625pM | 1250 yM | 250 pM | 500 pM | 10.00 uM | ICgp (uM)
539318 23 21 56 73 88 94 1.2
539325 14 26 38 74 92 98 14
539339 18 23 58 83 92 98 1.1
539341 17 29 62 84 94 95 1.0
539342 20 31 43 71 90 95 12
539352 15 23 41 61 89 95 15
539356 24 46 62 83 a0 97 0.8
539361 37 42 73 88 96 98 0.6
539379 53 66 83 96 96 98 0.2
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{continuacion)

NeISIS | 03125 M | 0625uM | 1250 M | 250uM | 500 uM | 10.00 pM | ICsp (uM)
539380 52 77 91 97 97 99 0.1
539383 34 61 71 89 98 98 0.5
Tabla 158
NeISIS | 03125 M | 0.625pM | 1250 M | 250 pM | 500 M | 10.00 uM | ICsp (uM)
539360 45 60 81 94 97 98 0.3
539362 21 36 72 90 98 99 0.8
539375 23 36 66 85 95 99 0.9
539376 26 35 58 82 95 99 0.9
539377 29 31 43 64 85 89 13
539378 a7 59 81 93 97 98 0.4
539389 34 61 61 87 95 g7 0.5
539401 34 52 63 84 92 95 0.6
539403 52 73 83 94 97 98 0.1
539404 22 55 74 88 94 96 06
530432 32 50 75 86 94 96 0.6

Ejemplo 117: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
MOE

Los gapmers de estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion significativa in vitro de
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se
probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se colocaron en placas a una
densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 0,625 uM,
1,25 uM, 2,50 uM, 5,00 uM y 10,00 uM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en las Tablas siguientes.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de sonda de cebador
humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo
con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucleétidos antisentido.

Tabla 159
NelSIS | 0.625uM | 1250 uM | 250 yM | 500 uM | 10.00 uM | ICgq (uM)
523271 26 41 80 89 94 14
523274 13 35 63 85 95 19
523324 26 40 64 88 95 16
523577 27 50 72 87 95 13
523604 49 66 74 81 87 0.5
523614 43 54 82 92 89 08
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Tabla 160
NeISIS | 0.625puM | 1250 M | 250 yM | 5.00 pM | 10.00 M | ICsq (M)
523564 16 48 69 75 91 17
523570 24 52 65 71 88 16
523592 6 31 52 65 81 238
523595 13 49 60 79 92 18
523596 20 49 62 71 75 19
523607 38 63 66 74 76 0.8
523615 17 48 60 80 92 18
523630 19 42 42 67 80 25
523633 41 69 78 79 80 0.6
523665 16 45 56 71 80 2.1
523687 37 59 73 75 78 0.9
523711 33 63 78 91 93 0.9
523712 13 36 61 78 87 2.1
523714 63 85 91 96 96 <0.6
Tabla 161
NeISIS | 0625 yM | 1250 M | 250 yM | 5.00 uM | 1000 uM | ICsq (M)
523655 28 42 57 74 76 19
523656 33 43 53 74 88 17
523661 29 29 66 79 82 19
523713 35 45 64 83 87 13
523715 83 86 92 93 94 <06
523718 27 52 69 84 95 13
523723 65 74 86 85 94 <0.6
523725 37 63 78 78 92 08
523726 43 57 72 86 89 0.8
523736 39 65 80 88 95 08
523747 51 71 83 86 93 <06
523766 30 50 70 82 89 13
523776 45 59 67 79 84 0.7
523789 63 75 76 83 83 <06
Tabla 162
NeISIS | 0625pM | 1250 M | 250 M | 5.00 uM | 1000 pM | ICsq (M)
523719 18 40 56 73 83 21
523720 36 46 59 64 89 15
523724 44 60 75 81 87 0.7
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(continuacién)

NeISIS | 0625uM | 1250 uM | 250 uM | 500 M | 10.00 pM | ICsq (M)
523735 11 40 60 78 84 2.1
523740 17 47 61 80 81 18
523752 25 31 38 70 84 25
523758 23 48 58 72 80 18
523763 2 24 48 64 75 33
523764 22 49 45 73 75 2.1
523765 42 40 57 79 87 14
523767 43 53 56 69 79 12
523774 36 52 71 81 89 11
523778 15 45 59 75 79 2.0
523783 5 30 48 66 83 2.9
Tabla 163
NeISIS | 0625 uM | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 uM | ICsq (M)
532151 40 45 64 71 82 13
532158 28 47 63 70 87 16
532164 36 47 64 75 89 13
532171 35 47 50 69 89 16
532175 27 38 43 75 87 2.1
532181 21 56 63 69 80 17
532186 28 49 62 73 91 15
532188 40 52 73 75 90 10
532223 22 34 53 71 90 2.2
532235 35 31 48 68 73 2.3
532241 6 24 29 51 72 45
532248 19 37 47 73 84 2.3
532254 56 56 72 85 90 0.5
532316 32 55 50 78 90 15
Tabla 164
NeISIS | 0625 uM | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 uM | ICsq (M)
532304 44 57 68 78 73 0.7
532395 47 62 82 91 96 0.6
532401 70 83 91 94 96 <06
532410 56 71 85 90 96 <06
532411 88 93 96 97 98 <06
532420 61 67 82 85 96 <06
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(continuacién)

NeISIS | 0625uM | 1250 yM | 250 uM | 500 pM | 10.00 pM | 1Csg (M)
532436 48 49 77 90 97 08
532468 42 67 82 89 94 0.6
532476 32 58 75 84 90 1.1
532482 5 26 56 71 87 26
532490 18 47 55 69 86 20
532501 4 22 43 59 77 35
532507 39 63 66 83 89 0.9
532526 30 48 67 82 88 14
Tabla 165
NeISIS | 0.625puM | 1250 yM | 250 uM | 5.00 pM | 10.00 pM | ICsg (M)
533121 59 67 78 83 87 0.2
533122 48 73 78 84 90 0.4
533125 a7 61 74 89 89 0.6
533136 5 25 58 79 90 2.4
533156 a7 48 69 77 87 12
533161 28 67 77 89 90 10
533178 30 60 72 90 92 1.1
533179 a7 66 76 76 87 08
533188 32 64 74 80 90 10
533189 49 66 77 81 81 0.4
533193 26 48 69 75 85 15
533233 39 60 59 84 93 10
533234 45 69 84 91 94 05
533235 28 49 69 82 90 14
Tabla 166
NeISIS | 0625uM | 1250 yM | 250 uM | 5.00 pM | 10.00 pM | 1Csg (M)
533256 47 72 86 a0 94 <06
533257 63 77 85 91 96 <06
533258 66 81 88 95 95 <0.6
533259 48 70 84 90 93 <06
533262 44 66 79 90 96 0.7
533265 59 74 85 93 96 <0.6
533269 25 55 74 86 87 12
533270 34 59 73 86 95 10
533271 63 82 88 92 92 <0.6
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(continuacién)

NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 yM | 500 uM | 10.00 pM | ICsg (M)
533291 14 46 64 84 89 18
533301 49 61 75 83 91 06
533315 22 39 73 76 91 17
533317 26 53 68 85 94 13
533318 29 40 46 77 91 19
Tabla 167

NeISIS | 0.625uM | 1250 uM | 250 yM | 5.00 uM | 10.00 yM | ICsg (M)
533280 58 64 77 82 87 03
533316 35 55 68 87 91 1.1
533326 34 68 76 89 96 08
533328 54 55 79 83 92 05
533329 46 62 72 83 95 07
533330 56 75 83 91 94 03
533331 54 61 80 86 89 04
533352 54 62 79 83 89 04
533364 52 73 83 91 94 04
533898 17 a7 63 78 a7 18
533908 35 58 74 82 a7 1
533916 22 46 72 78 88 16
533932 51 62 70 79 80 05
533937 20 40 61 79 85 19

Ejemplo 118: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
MOE

Los gapmers de estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicién significativa in vitro de ARNm
de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se probaron
en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada experimento se
presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se colocaron en placas a una densidad de
20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacién con concentraciones de 0,3125 uM, 0,625 uM,
1,25 uM, 2,50 uM, 5,00 uM y 10,00 uM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en las Tablas siguientes.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de sonda de cebador
humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo
con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucleétidos antisentido.

Tabla 168
NeISIS | 03125uM | 0625uM | 1250uM | 250uM | 500 M | 10.00 uM | ICsp (uM)
523577 0 16 33 59 72 94 22
523633 15 33 66 73 82 86 11
523764 11 33 50 68 78 83 1.5
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NeiSIS | 03125 uM | 0625yM | 1250 pM | 250 yM | 500 M | 10.00 pM | ICsp (uM)
523794 12 30 33 56 76 82 19
523805 21 48 66 78 85 92 0.8
523810 18 36 61 80 89 90 1.0
523814 13 35 52 67 81 88 13
523819 11 30 57 72 81 89 13
523820 0 15 43 61 84 92 18
523824 21 27 59 72 84 90 1.2
Tabla 169
NelSIS | 0.3125uM | 0625yM | 1250 pM | 250 M | 5.00 M | 10.00 M | ICsp (M)
539302 34 a1 56 83 83 96 0.8
539321 30 32 76 73 80 94 0.8
539322 22 36 57 72 78 94 1.1
539355 23 42 48 72 71 88 1.2
539359 21 38 48 73 78 92 1.2
539320 14 32 53 72 82 91 13
539341 3 19 35 56 78 89 2.0
539342 6 18 33 51 70 83 2.3
539356 0 0 21 45 73 94 2.7
539358 0 15 23 50 52 91 2.9
Tabla 170
NelSIS | 0.3125pM | 0625uM | 1250 M | 250 M | 500 M | 10.00 uM | ICgp (M)
539339 22 37 52 77 90 92 1.0
539360 28 49 72 82 95 97 0.7
539361 36 56 75 86 95 98 0.5
539362 24 26 63 77 91 97 1.0
539375 21 29 39 63 77 91 15
539378 8 42 64 85 92 97 1.0
539379 43 59 80 89 96 98 0.3
539380 61 73 90 95 98 98 0.1
539383 30 49 75 87 97 98 0.6
539403 48 55 75 85 94 96 0.3
539432 36 42 69 79 88 95 0.7
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Tabla 171
NeISIS | 03125 M | 0625uM | 1250 M | 250 M | 500 uM | 10.00 pM | ICsg (uM)
539376 34 46 62 82 94 98 0.7
539389 53 58 78 86 94 97 0.2
539392 1 19 26 68 81 94 19
539399 27 52 65 78 92 95 0.7
539400 7 26 43 59 88 95 16
539401 32 39 77 90 92 95 06
539404 22 59 77 87 93 95 06
539413 16 33 53 82 86 96 1.1
539415 4 44 56 74 81 94 1.2
539416 37 61 70 85 92 95 0.4
539433 31 52 70 85 87 94 06

Ejemplo 119: Inhibicién antisentido del receptor de la hormona del crecimiento humano en células Hep3B
por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt

Se disefiaron oligonuclettidos antisentido adicionales dirigidos a un acido nucleico del receptor de la
hormona del crecimiento (GHR) y se analizaron sus efectos sobre el ARNm de GHR in vitro. Los oligonucleétidos
antisentido se probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados
para cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células Hep3B cultivadas a
una densidad de 20.000 células por pocillo se transfectaron usando electroporacion con un oligonucleétido
antisentido 5.000 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de las
células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de
sonda de cebador humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se
ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos de nuevo disefio en las Tablas siguientes se disefiaron como
gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt. Los oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt tienen 16 nucledsidos de longitud en los
que el nucletsido tiene una modificacién de azdcar MOE, una modificacion de azlcar (S)-cEt o una modificacion
desoxi. La columna 'Quimica’ describe las modificaciones de azucar de cada oligonucledtido. 'k’ indica una
modificacién de azucar (S)-cEt; 'd' indica desoxirribosa; y 'e' indica una modificacion MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada
gapmer son 5-metilcitosinas. El "sitio de inicio" indica el nucledsido mas 5' al que se dirige el gapmer en la secuencia
génica humana. El "sitio de detencion" indica el nucledsido mas 3' al que se dirige el gapmer en la secuencia génica
humana. Cada gapmer enumerado en las Tablas siguientes se dirige al ARNm de GHR humano, designado en la
presente como SEQ ID NO: 1 (N de registro GENBANK NM_000163.4) o la secuencia genémica de GHR humano,
designada en la presente como SEQ ID NO: 2 (N de registro GENBANK NT_006576.16 truncada de los nucledtidos
42411001 a 42714000). 'n/a’ indica que el oligonucleétido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular
con un 100% de complementariedad. En caso de que no se muestre la alineaciéon de secuencia para un gen objetivo
en una tabla particular, se entiende que ninguno de los oligonucleétidos presentados en esa tabla se alinea con una
complementariedad del 100% con ese gen objetivo.
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ES 2812099 T3

Ejemplo 120: Inhibicién antisentido del receptor de la hormona del crecimiento humano en células Hep3B
por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt

Se disefiaron oligonuclettidos antisentido adicionales dirigidos a un acido nucleico del receptor de la
hormona del crecimiento (GHR) y se analizaron sus efectos sobre el ARNm de GHR in vitro. Los oligonucleotidos
antisentido se probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados
para cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células Hep3B cultivadas a
una densidad de 20.000 células por pocillo se transfectaron usando electroporacién con oligonucleétido antisentido
4.500 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de las células y se
midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se us6 el conjunto de sonda de
cebador humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de
acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos de nuevo disefio en las tablas siguientes se disefiaron como
gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt. Los oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt tienen 16 nucledsidos de longitud en los
que el nucledsido tiene una modificacion de azacar MOE, una modificacién de azucar (S)-cEt o una modificacion
desoxi. La columna 'Quimica’ describe las modificaciones de azucar de cada oligonucledtido. 'k’ indica una
modificacién de azucar (S)-cEt; 'd' indica desoxirribosa; y 'e' indica una modificacion MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada
gapmer son 5-metilcitosinas. El "sitio de inicio" indica el nucleésido mas 5' al que se dirige el gapmer en la secuencia
génica humana. El "sitio de detencion" indica el nucledsido mas 3' al que se dirige el gapmer en la secuencia génica
humana. Cada gapmer enumerado en las Tablas siguientes se dirige al ARNm de GHR humano, designado en la
presente como SEQ ID NO: 1 (N® de registro GENBANK NM_000163.4) o la secuencia genémica de GHR humano,
designada en la presente como SEQ ID NO: 2 (N° de registro GENBANK NT_006576.16 truncada de los nucleétidos
42411001 a 42714000). 'n/a’ indica que el oligonucleédtido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular
con un 100% de complementariedad. En caso de que no se muestre la alineacidon de secuencia para un gen objetivo
en una tabla particular, se entiende que ninguno de los oligonucleétidos presentados en esa tabla se alinea con una
complementariedad del 100% con ese gen objetivo. Los oligonucleétidos de la Tabla 175 no se dirigen a las SEQ ID
NO: 1 o0 2, sino que se dirigen a las secuencias de genes variantes SEQ ID NO: 4 (N° de registro GENBANK
DR006395.1) o SEQ ID NO: 7 (el complemento del N° de registro GENBANK AA398260.1).

Tabla 173
Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE vy (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exénicas de la
SEQIDNO:1y2
SEQID - egion SEQID
NO: 1 . ) SEQ
& objetivo . L Yo NO: 2
Ne ISIS | Sitio de Secuencia Quimica o I ID
_ inhibicién | Sitio de
inicio . NO
inicio
541262 n/a Intrén 2 TTGGTTTGTCAATCCT eekddddddddddkke 86 156891 1370
541340 1619 E:gn AGTGAACTTGGATTGC eekddddddddddkke 73 298036 1409
541341 1641 E:gn GGCATAAAAGTCGATG eekddddddddddkke 41 298058 1410
541342 1644 E;(gn CTGGGCATAAAMAGTCG eekddddddddddkke 33 298061 1411
541343 1683 E;(gn GGAAAGGACCACACTA eekddddddddddkke 34 298100 1412
H41344 1746 E:(gn GAGTGAGACCATTTCC eekddddddddddkke 65 298163 1413
541345 1827 E:(gn GATGTGAGGAGCCACA eekddddddddddkke 54 298244 1414
541346 1830 E;(gn CTTGATGTGAGGAGCC eekddddddddddkke 70 298247 1415
5941347 1835 E;(gn TCAACCTTGATGTGAG eekddddddddddkke 38 298252 1416
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(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exsnicas de la
SEQIDNO:1y2

SEQID

NO:1 | Region \ SEQID 1 gk
Ne ISIS |Sitiode | OPIEtivo Secuencia Quimica % NO: 2 ID

inicio inhibicién Sl|t|.o lde NO

Inicio

541348 | 1839 E:g” TGATTCAACCTTGATG | eekddddddddddkke 39 298256 | 1417
541349 | 1842 E:g” GTGTGATTCAACCTTG | eekddddddddddkke 74 298259 | 1418
541350 | 1845 E:g” TATGTGTGATTCAACC | eekddddddddddkke 58 298262 | 1419
541351 | 1949 E:g” GGCATCTCAGAACCTG | eekddddddddddkke 41 298366 | 1420
541352 | 1965 E:g” GGTATAGTCTGGGACA | eekddddddddddkke 18 298382 | 1421
541353 | 1969 E:g” TGGAGGTATAGTCTGG | eekddddddddddkke 17 298386 | 1422
541354 | 1972 E:g” GAATGGAGGTATAGTC | eekddddddddddkke 0 298389 | 1423
541355 | 1975 E:g” TATGAATGGAGGTATA | eekddddddddddkke 0 298392 | 1424
541356 | 1978 E’;g” CTATATGAATGGAGGT | eekddddddddddkke 30 298395 | 1425
541357 | 1981 E’;g” GTACTATATGAATGGA | eekddddddddddkke 43 298398 | 1426
541358 | 1987 E’;g” GGGACTGTACTATATG | eekddddddddddkke 12 298404 | 1427
541369 | 2306 E:‘E” TTACATTGCACAATAG | eekddddddddddkke 21 298723 | 1428
541373 | 2667 E:g” TAGCCATGCTTGAAGT | eekddddddddddkke 34 299084 | 1429
541374 | 2686 E:g” TGTGTAGTGTAATATA | eekddddddddddkke 10 299103 | 1430
541375 | 2690 E’;g” ACAGTGTGTAGTGTAA | eekddddddddddkke 82 299107 | 1431
541376 | 2697 E’;g” GCAGTACACAGTGTGT | eekddddddddddkke 46 299114 | 1432
541377 | 2700 E;‘E” ACTGCAGTACACAGTG | eekddddddddddkke 32 299117 | 1433
541378 | 2740 E’;g” TTAGACTGTAGTTGCT | eekddddddddddkke 25 299157 | 1434
541379 | 2746 E:g” CCAGCTTTAGACTGTA | eekddddddddddkke 69 299163 | 1435
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(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exénicas de la
SEQIDNO:1y2

S:c? I1D Regién SEQID 1 geq

Ne SIS |Sitio de | OPIEtVO Secuencia Quimica % NO- 2 ID
inicio inhibician S,ltl_o .de NO

IMIcIo

541380 | 2750 E::g" TAAACCAGCTTTAGAC | eekddddddddddkke 20 299167 | 1436
541381 | 2755 E:g” AACATTAAACCAGCTT | eekddddddddddkke 64 299172 | 1437
541382 | 2849 E:g" ACTACAATCATTTTAG | eekddddddddddkke 0 299266 | 1438
541383 | 2853 E:g” GATTACTACAATCATT | eekddddddddddkke 0 299270 | 1439
541384 | 2859 E:g” AATGCAGATTACTACA | eekddddddddddkke 46 299276 | 1440
541385 | 2865 E:g" TCCAATAATGCAGATT | eekddddddddddkke 52 299282 | 1441
541386 | 2941 E:‘g" GTTGATCTGTGCAAAC | eekddddddddddkke 74 299358 | 1442
541389 | 3037 E:g” TCTACTTCTCTTAGCA | eekddddddddddkke 50 299454 | 1443
541393 | 3215 E‘;g” GCTTCTTGTACCTTAT | eekddddddddddkke 84 299632 | 1444
541394 | 3237 E:g" GATTTGCTTCAACTTA | eekddddddddddkke 47 299654 | 1445
541395 | 3305 E:‘g" GGTTATAGGCTGTGAA | eekddddddddddkke 0 299722 | 1446
541396 | 3308 E‘:g” TCTGGTTATAGGCTGT | eekddddddddddkke 88 299725 | 1447
541397 | 3311 E:g" GTGTCTGGTTATAGGC | eekddddddddddkke 56 299728 | 1448
541398 | 3316 E:g" AGTATGTGTCTGGTTA | eekddddddddddkke 76 299733 | 1449
541399 | 3371 E:g” GGGACTGAAAACCTTG | eekddddddddddkke 50 299788 | 1450
541400 | 3975 E:g” AGTATTCTTCACTGAG | eekddddddddddkke 36 300392 | 1451
541401 | 4044 E:g" GCGATAAATGGGAAAT | eekddddddddddkke 36 300461 | 1452
541402 | 4048 E’:g" GTCTGCGATAAATGGG | eekddddddddddkke 52 300465 | 1453
541403 | 4058 E:g" CCTAAAAAAGGTCTGC | eekddddddddddkke 51 300475 | 1454
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(continuacién)

Inhibicién del ARMNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exénicas de la

SEQIDNO:1y2

SEQ ID

NO:1 | Megon % SNEc?IzD SEQ

Ne SIS |Sitiode | OPIEUVO Secuencia Quimica e g ID
L inhibician Sitio de

inicio o NO
INicio

541404 | 4072 E‘:‘;” CATTAAGCTTGCTTCC | eekddddddddddkke 53 300489 | 1455
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Tabla 183

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exénicas de la
SEQIDNO:1y2

SEO _ . SEQID ) geq
Ne SIS | NO1 Rgglgn Secuencia Quimica . .A.’ . N.D' 2 ID
Sitio ge | CPIEtiVO inhibicién S.|t|_o.de NO
inicio inicio

541262 n/a Intrén 2 TTGGTTTGTCAATCCT eekddddddddddkke 86 156891 1370
542034 870 Exén 7 TCTCACACGCACTTCA eekddddddddddkke 49 290368 | 2056
542035 871 Exén 7 ATCTCACACGCACTTC eekddddddddddkke 39 290369 | 2057
542036 872 Exén 7 GATCTCACACGCACTT eekddddddddddkke 50 290370 2058
542049 n/a Intrén 1 CTTTCATGAATCAAGC eekddddddddddkke 85 17928 2059
542050 n/a Intrén 1 TCTTTCATGAATCAAG eekddddddddddkke 54 17929 2060
542051 n/a Intrén 1 GTCTTTCATGAATCAA eekddddddddddkke 96 17930 2061
542052 n/a Intrén 1 GGTCTTTCATGAATCA eekddddddddddkke 98 17931 2062
542053 nfa Intrén 1 ATGGTCTTTCATGAAT eekddddddddddkke 94 17933 2063
542054 n/a Intrén 1 GATGGTCTTTCATGAA eekddddddddddkke 73 17934 2064
542055 n/a Intrén 1 TGATGGTCTTTCATGA eekddddddddddkke 83 17935 2065
542056 n/a Intrén 1 TATATCAATATTCTCC eekddddddddddkke 75 21821 2066
542057 n/a Intrén 1 TTATATCAATATTICTC eekddddddddddkke 23 21822 2067
542058 n/a Intrén 1 GTTATATCAATATTCT eekddddddddddkke 87 21823 2068
542059 n/a Intrén 1 TTTCTTTAGCAATAGT eekddddddddddkke 85 22519 2069
542060 n/a Intrén 1 CTTTCTTTAGCAATAG eekddddddddddkke 81 22520 2070
542061 n/a Intrén 1 GCTTTCTTTAGCAATA eekddddddddddkke 68 22521 2071
542062 n/a Intrén 1 CTCCATTAGGGTTCTG eekddddddddddkke 91 50948 2072
542063 n/a Intrén 1 TCTCCATTAGGGTTCT eekddddddddddkke 88 50949 2073
542064 n/a Intrén 1 TTCTCCATTAGGGTTC eekddddddddddkke 85 50950 2074
542065 n/a Intrén 1 GTTCTCCATTAGGGTT eekddddddddddkke 84 50951 2075
542066 n/a Intrén 1 AGGTTGGCAGACAGAC eekddddddddddkke 92 53467 2076
542067 n/a Intrén 1 CAGGTTGGCAGACAGA eekddddddddddkke 93 53468 2077
542068 n/a Intrén 1 GCAGGTTGGCAGACAG eekddddddddddkke 91 53469 2078
542069 n/a Intrén 1 CTTCTTGTGAGCTGGC eekddddddddddkke 95 64885 2079
542070 n/a Intrén 1 TCTTCTTGTGAGCTGG eekddddddddddkke 89 64886 2080
542071 n/a Intrén 1 GTCTTCTTGTGAGCTG eekddddddddddkke 96 64887 2081
542072 nfa Intrén 1 AGTCTTCTTGTGAGCT eekddddddddddkke 81 64888 2082
542073 n/a Intrén 1 TCTTCCACTCACATCC eekddddddddddkke 89 65991 2083
542074 n/a Intrén 1 CTCTTCCACTCACATC eekddddddddddkke 79 65992 2084
542075 n/a Intrén 1 TCTCTTCCACTCACAT eekddddddddddkke 86 65993 2085
542076 n/a Intrén 1 GTCTCTTCCACTCACA eekddddddddddkke 92 65994 2086
542077 n/a Intrén 1 ATAGATTTTGACTTCC eekddddddddddkke 86 72108 2087
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(continuacion)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exsnicas de la
SEQIDNO:1y2

SE‘O SEQID SEQ

Neisls | NO:1 | Regin Secuencia Quimica R NO:2 0
sitio ge | OPIEtivO inhibicién | Sitio de NO

icio inicio

542078 n/a Intrén 1 CATAGATTTTGACTTC eekddddddddddkke 42 72109 2088
542079 n/a Intrén 1 GCATAGATTTTGACTT eekddddddddddkke 66 72110 2089
542080 n/a Intrén 1 AAATGTCAACAGTGCA eekddddddddddkke 97 80639 2090
542081 n/a Intrén 1 CATGACTATGTTCTGG eekddddddddddkke 68 125595 2091
542082 n/a Intrén 1 ACATGACTATGTICTG eekddddddddddkke 66 125596 2092
542083 n/a Intrén 1 CACATGACTATGTTCT eekddddddddddkke 74 125597 2093
542084 n/a Intrén 2 GAATTCTGAGCTCTGG eekddddddddddkke 91 145430 2094
542085 n/a Intrén 2 TGAATTCTGAGCTCTG eekddddddddddkke 94 145431 2095
542086 n/a Intrén 2 CTGAATTCTGAGCTCT eekddddddddddkke 94 145432 2096
542087 n/a Intrén 2 CCTGAATTCTGAGCTC eekddddddddddkke 93 145433 2097
542088 n/a Intrén 2 GCCTGAATTCTGAGCT eekddddddddddkke a7 145434 2098
542089 n/a Intrén 2 AGCCTGAATTCTGAGC eekddddddddddkke 84 145435 2099
542090 n/a Intrén 2 ATATTGTAATTCTTGG eekddddddddddkke 47 148060 2100
542091 n/a Intrén 2 GATATTGTAATTCTTG eekddddddddddkke 61 148061 2101
542092 n/a Intrén 2 TGATATTGTAATTCTT eekddddddddddkke 0 148062 2102
542093 n/a Intrén 2 CTGATATTGTAATTCT eekddddddddddkke 58 148063 2103
542094 n/a Intrén 2 CCTGATATTGTAATTC eekddddddddddkke 95 148064 2104
542095 n/a Intrén 2 GCCTGATATTGTAATT eekddddddddddkke 85 148065 2105
542096 n/a Intrén 2 TGCCTGATATTGTAAT eekddddddddddkke 86 148066 2106
542097 n/a Intrén 2 ATTATGTGCTTTGCCT eekddddddddddkke 86 148907 2107
542098 n/a Intrén 2 AATTATGTGCTTTGCC eekddddddddddkke 75 148908 2108
542099 n/a Intrén 2 CAATTATGTGCTTTGC eekddddddddddkke 88 148909 2109
542100 n/a Intrén 2 TCAATTATGTGCTITG eekddddddddddkke 78 148910 2110
542101 n/a Intran 2 GTCAATTATGTGCTTT eekddddddddddkke 97 148911 2111
542102 n/a Intrén 2 GCCATCACCAAACACC eekddddddddddkke 97 150973 2112
542103 n/a Intrén 2 TGCCATCACCAAACAC eekddddddddddkke 90 150974 2113
542104 n/a Intran 2 TTGCCATCACCAAACA eekddddddddddkke 89 150975 2114
542105 n/a Intrén 2 TGGTGACTCTGCCTGA eekddddddddddkke 98 151388 2115
542106 n/a Intrén 2 CTGGTGACTCTGCCTG eekddddddddddkke 96 151389 2116
542107 n/a Intran 2 GCTGGTGACTCTGCCT eekddddddddddkke 98 151390 2117
542108 n/a Intrén 2 TGCTGGTGACTCTGCC eekddddddddddkke a7 151391 2118
542109 n/a Intrén 2 CTGCTGGTGACTCTGC eekddddddddddkke 93 151392 2119
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Tabla 185

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intranicas y exénicas de la
SEQIDNO:1y2

SEQ

ID Regian % SP\IEC{;:TEJ SEQ
Ne ISIS NO:1 ob'gtivo Secuencia Quimica inhib?ci:‘:n sitio i-:le D
sitiode [ o NO
T inicio
inicio
541262 n/a Intrén 2 TTGGTTTGTCAATCCT eekddddddddddkke 93 156891 1370
Unién
545316 168 exsn 1- ACCTCCGAGCTTCGCC eekddddddddddkke 80 3044 2196
intrén 1
Unién
545317 173 exén- GTAGGACCTCCGAGCT eekddddddddddkke 74 n/a 2197
exan
Unisn
545318 177 exan- ACCTGTAGGACCTCCG eekddddddddddkke 70 n/a 2198
exan
545321 213 Exén 2 CAGTGCCAAGGTCAAC eekddddddddddkke 77 144997 2199
545322 225 Exdan 2 ACTTGATCCTGCCAGT eekddddddddddkke 36 145009 2200
Exan 4/
545332 361 Intrén 3 CTCGCTCAGGTGAACG eekddddddddddkke 57 268024 2201
o
Exan 4/
545333 366 Intrén 3 AGTCTCTCGCTCAGGT eekddddddddddkke 88 268029 2202
o
Unisn
545337 444 exon 4- CCTTCTGGTATAGAAC eekddddddddddkke 21 268107 2203
intrén 4
545340 870 Exén S GCTAGTTAGCTTGATA eekddddddddddkke 39 274130 2204
unisn
545343 626 exan 3- TCTGGTTGCACTATTT eekddddddddddkke 34 n/a 2205
exan 4
unisn
545344 629 exan 3- GGATCTGGTTGCACTA eekddddddddddkke 30 n/a 2206
exan 4
545345 632 Exan 6 GGTGGATCTGGTTGCA eekddddddddddkke 18 278926 2207
545346 638 Exén 6 GCAATGGGTGGATCTG eekddddddddddkke 50 278932 2208
5A5347 6AT7 Exén 6 CAGTTGAGGGCAATGG eekddddddddddkke 71 278941 2209
545348 651 Exén 6 AGTCCAGTTGAGGGCA eekddddddddddkke 58 278945 2210
545349 655 Exdn 6 GTAAAGTCCAGTTGAG eekddddddddddkke 34 278949 2211
545350 660 Exén 6 GTTCAGTAAAGTCCAG eekddddddddddkke 52 278954 2212
545351 685 Exén 6 CTGCATGAATCCCAGT eekddddddddddkke 77 278979 2213
545355 923 Exén 7 ACATAGAGCACCTCAC eekddddddddddkke 38 290421 2214
545356 926 Exén 7 GTTACATAGAGCACCT eekddddddddddkke 79 290424 2215
545357 929 Exén 7 AGTGTTACATAGAGCA eekddddddddddkke 70 290427 2216
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(continuacién)

Inhibicién del ARNm de GHR por gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a regiones intrénicas y exénicas de la
SEQIDNO:1y2

SEQ

D Region o SNEC?;D SEQ

NeISIS | NO:1 ou'gt'o Secuencia Quimica nhibicien | stiode | '
Sitio de | 2I€1VO o NO

. Inicio
INICIO
Exén 7-
545362 | 1124 | exén8 | TCCTTGAGGAGATCTG | eekddddddddddkke 3 nia 2217
junction

545363 | 1170 | Exén 10 | GCTATCATGAATGGCT | eekddddddddddkke 69 297587 | 2218
545364 | 1180 | Exén 10 | CGGGTTTATAGCTATC | eekddddddddddkke 58 297597 | 2219
545369 | 1320 | Ex6n10 | ATCCTTCACCCCTAGG | eekddddddddddkke 46 297737 | 2220
545370 | 1328 | Exoni0 | GAGTCGCCATCCTTCA | eekddddddddddkke 60 297745 | 2221
545371 | 1332 | Ex6én10 | TCCAGAGTCGCCATCC | eekddddddddddkke 51 297749 | 2222
545373 | 1418 | Exon10 | GGCTGAGCAACCTCTG | eekddddddddddkke 80 297835 | 2223
545374 | 1422 | Exen 10 | CTGTGGCTGAGCAACC | eekddddddddddkke 63 297839 | 2224
545380 | 1524 | Exoni0 | GATAACACTGGGCTGC | eekddddddddddkke 60 297941 | 2225
545381 | 1530 | Exén10 | TGCTTGGATAACACTG | eekddddddddddkke 76 297947 | 2226
545382 | 1533 | Ex6n10 | CTCTGCTTGGATAACA | eekddddddddddkke 60 297950 | 2227
545386 | 1600 | Exon10 | GCTGAATATGGGCAGC | eekddddddddddkke 29 298017 | 2228
545387 | 1613 | Exen 10 | CTTGGATTGCTTAGCT | eekddddddddddkke 59 298030 | 2229
545388 | 1645 | Exoni0 | CCTGGGCATAAAAGTC | eekddddddddddkke 47 298062 | 2230
545392 | 1832 | Exén 10 | ACCTTGATGTGAGGAG | eekddddddddddkke 44 298249 | 2231
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Ejemplo 121: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
de desoxi, MOE y (S) -cEt

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se
probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se sembraron a una densidad
de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacién con concentraciones de 0,625 uM, 1,25 uM,
2,50 uyM, 5,00 pM y 10,00 uM de oligonucleétido antisentido. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Se us6 el conjunto de sonda de cebador humano RTS3437_MGB para medir los
niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto a las células de
control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 187
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 uM | 5.00 M | 10.00 uM | ICsg (uM)
541396 30 51 68 74 67 14
541262 55 87 90 94 97 0.2
541393 30 38 52 66 81 2.1
541375 41 45 54 64 79 16
541438 44 49 75 80 91 0.9
541428 a5 32 56 78 88 18
541491 13 46 67 55 95 20
541435 21 46 55 72 94 19
541471 11 49 50 77 89 20
541430 24 44 56 57 79 22
541492 a2 40 65 80 85 15
541431 22 46 73 84 92 15

Tabla 188
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 uM | 5.00 M | 10.00 uM | ICsg (uM)
541487 36 46 66 85 92 13
541423 33 55 64 80 93 12
541452 a7 60 79 87 94 0.9
541505 51 75 86 92 97 0.4
541522 54 76 81 90 95 03
541539 65 76 85 94 98 0.2
541503 54 65 80 93 97 05
541520 43 61 86 94 96 0.7
541515 57 72 85 92 94 03
541564 57 72 88 90 97 03
541554 43 65 81 89 93 0.7
541509 11 8 19 6 8 =10
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{continuacion)

NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 M | 500 uM | 10.00 yM | ICsg (M)
541584 59 65 84 91 96 0.3
541585 70 80 93 92 98 0.1
Tabla 189
NeISIS | 0625uM | 1250 yM | 250 M | 500 uM | 10.00 yM | ICsg (uM)
541598 26 43 75 80 76 15
541592 35 48 67 85 95 12
541641 22 63 70 91 93 12
541590 27 59 70 94 95 12
541615 40 65 84 88 94 0.7
541595 35 57 73 84 95 10
541575 49 60 79 84 95 06
541571 11 50 76 80 94 10
541582 0 10 25 50 82 44
541262 66 79 93 94 99 <06
541652 1 44 80 82 87 19
541670 29 40 63 79 89 16
541662 17 13 45 62 84 3.1
541724 a7 A7 72 85 95 12
Tabla 190
NeISIS | 0625uM | 1250 yM | 250 M | 500 uM | 10.00 yM | ICsg (uM)
541748 86 94 96 93 98 <06
541767 83 91 95 96 98 <06
541797 78 89 93 97 99 <06
541766 59 82 92 97 99 <06
541742 65 87 93 95 99 <06
541750 80 86 96 96 99 <06
541262 79 88 93 97 97 <06
541749 71 84 93 95 98 <06
541793 71 88 94 97 98 <06
541785 56 79 89 93 98 <06
541746 34 61 85 94 97 0.9
541752 49 72 88 93 93 <06
541826 86 94 95 99 98 <06
541811 66 87 93 97 98 <06
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Tabla 191
NeISIS | 0625 M | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 pM | ICsq (uM)
541822 83 88 95 96 96 <06
541870 77 87 95 97 98 <0.6
541262 85 93 96 97 98 <06
541873 32 77 93 94 97 0.7
541819 60 91 97 97 99 <06
541841 86 91 95 96 97 <06
541825 78 88 95 98 98 <0.6
541863 63 77 87 93 97 <0.6
541827 42 80 87 94 97 <06
541875 77 84 93 96 97 <0.6
541835 56 73 90 95 98 <06
541838 72 90 93 98 97 <06
541833 52 69 83 92 97 <0.6
541813 47 75 86 95 97 <0.6
Tabla 192
NeISIS | 0625uM | 1250uM | 250 uM | 500 M | 10.00 pM | ICsp (uM)
541853 74 79 88 93 91 <06
541842 69 85 91 97 99 <0.6
541877 79 91 93 98 97 <0.6
541848 58 90 96 98 98 0.7
541804 23 81 89 95 95 0.8
541881 87 94 98 98 99 <06
541936 91 96 98 99 98 <0.6
541909 56 80 89 95 97 <0.6
541907 75 91 95 97 98 <06
541952 68 81 93 97 98 <0.6
541953 68 80 94 97 98 <0.6
541914 60 78 94 97 97 <06
541880 56 74 89 94 95 <0.6
541903 a7 74 87 96 98 0.6
Tabla 193
NeISIS | 0625uM | 1250uM | 250 uM | 500 M | 10.00 pM | ICsp (uM)
541895 47 72 85 93 94 <06
541882 60 67 89 93 97 <06
541889 63 80 87 94 97 <0.6

224




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

(continuacion)

NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 pM | ICsg (M)
541904 26 78 23 89 93 14
545418 0 81 91 94 95 17
541930 58 71 82 83 92 <06
545439 67 87 93 96 98 <06
542024 15 58 78 87 90 14
541985 59 81 88 93 97 <06
541972 47 58 83 90 92 0.6
541991 57 64 88 92 83 <06
541980 a3 50 76 72 93 12
Tabla 194
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 pM | ICsg (M)
541264 26 44 64 79 89 16
541265 29 32 62 79 91 18
541263 25 40 62 78 93 17
541268 57 73 85 90 95 03
541266 15 33 46 66 90 25
542107 93 97 98 98 98 <06
542052 93 96 97 96 93 <06
542105 80 92 96 98 97 <06
542102 94 96 96 97 98 <06
542108 90 92 94 97 99 <06
542080 87 93 95 95 97 <06
Tabla 195
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 yM | 500 pM | 10.00 pM | ICsg (M)
542101 90 97 97 97 95 <06
542051 89 96 95 98 97 <06
542106 83 93 96 96 98 <06
542071 84 91 94 97 97 <06
542094 85 92 94 97 98 <06
542069 89 94 97 95 98 <06
542086 83 94 96 97 93 <06
542085 85 92 96 97 97 <06
542053 64 83 94 98 97 <06
542087 69 84 99 95 98 <06
542109 87 94 96 98 98 <06
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(continuacion)

NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 uM | 500 M | 1000 pM | ICgq (M)
542126 96 98 99 98 98 <0.6
542127 94 96 97 98 97 <0.6
542128 90 96 98 98 97 <0.6
Tabla 196
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 uM | 500 M | 10.00 pM | ICsp (uM)
542118 97 97 98 95 43 <06
542186 93 96 98 99 98 <06
542150 95 97 98 99 99 <06
542122 90 94 98 98 99 <0.6
542125 88 97 98 98 99 <06
542145 90 96 98 99 99 <0.6
542112 86 94 99 99 99 <0.6
542149 88 93 99 98 99 <0.6
542146 79 93 96 97 98 <06
542153 87 94 97 98 99 <06
542119 64 84 93 97 98 <06
542137 76 91 97 97 98 <06
542152 84 94 96 96 97 <06
542157 83 95 98 99 98 <06
Tabla 197
NeISIS | 0625uM | 1250 M | 250 uM | 500 M | 1000 pM | ICgq (M)
542185 82 93 96 96 94 <0.6
542143 81 91 96 98 98 <0.6
542144 77 93 95 96 99 <0.6
542139 87 93 98 98 98 <0.6
542134 83 90 90 95 96 <0.6
545333 68 85 91 96 98 <0.6
545373 57 73 86 92 97 <06
545438 84 96 98 97 99 <0.6
545431 77 91 93 97 98 <06
545447 70 85 96 96 97 <06
545417 62 82 90 93 95 <0.6
545467 77 88 91 94 95 <0.6
545441 63 82 92 94 96 <0.6
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Ejemplo 122: inhibicidn antisentido dependiente de la dosis de GHR humano en células Hep3B por gapmers
desoxi, MOE y (S)-cEt

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos antisentido se
probaron en una serie de experimentos que tenian condiciones de cultivo similares. Los resultados para cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacién. Las células se colocaron en placas a una
densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacién con concentraciones de
oligonucledtido antisentido de 0,04 pM, 0,11 yM, 0,33 uM, 1,00 uM y 3,00 uM. Después de un periodo de tratamiento
de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Se us6 el conjunto de sonda de cebador humano RTS3437_MGB para medir los
niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto a las células de
control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 198
NeISIS | 004pM | 041uM | 033uM | 1.00pM | 300pM | ICgy (uM)
539380 11 16 57 93 93 0.2
541724 0 27 71 66 83 0.3
541748 28 40 71 90 97 0.1
541767 19 38 54 87 93 0.2
541797 23 46 70 88 97 0.1
541766 15 26 49 82 9 0.3
541742 17 28 41 80 95 03
541750 33 27 60 89 93 0.2
541749 27 16 62 84 82 0.2
541793 0 14 44 77 9 0.4
541785 4 11 39 75 95 04
541752 14 6 45 70 94 04
541826 8 34 74 94 99 0.2
541811 6 4 45 79 97 0.4
541822 9 29 67 89 97 0.2
Tabla 199
NeISIS | 004pM | 041uM | 033uM | 1.00pM | 300pM | ICgy (uM)
539380 0 16 47 82 93 04
541819 3 12 50 76 94 0.3
541841 0 19 47 80 95 03
541825 0 6 40 74 96 04
541827 5 26 48 76 95 0.3
541835 7 1 33 74 93 0.4
541638 21 26 61 90 97 0.2
541833 0 9 41 63 89 05
541813 0 17 28 65 92 05
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(continuacion)

NeISIS | 0.04pM | 011pM | 033 M | 1.00puM | 3.00uM | ICsp (uM)
541842 5 15 30 72 90 0.4
541804 0 12 3 49 79 1.1
542024 0 0 26 54 76 1.0
542107 15 45 78 92 99 0.1
542105 2 14 55 88 98 0.3
542102 10 16 73 88 98 0.2
Tabla 200
NelSIS | 004pM | 011pM | 033yM | 100 M | 300 uM | ICgq (uM)
539380 4 18 50 86 95 0.3
542108 15 13 65 86 97 0.2
542101 17 40 68 92 98 0.2
542106 4 23 56 88 93 0.3
542094 0 30 51 86 96 0.3
542086 13 38 50 84 97 0.2
542085 0 27 57 90 93 0.3
542087 7 3 49 80 92 0.4
542109 17 10 56 88 93 0.3
542126 40 63 91 96 99 <0.03
542127 27 47 69 93 97 0.1
542128 11 30 66 90 98 0.2
542118 14 42 77 95 93 0.1
542150 31 46 72 94 93 0.1
542122 13 14 59 90 97 0.3
Tabla 201

NeISIS | 0.04pM | 011pM | 033 M | 1.00puM | 3.00uM | ICsp (uM)
539380 0 2 50 86 97 0.4
542125 31 32 69 89 96 0.1
542145 15 29 64 91 97 0.2
542112 14 38 61 87 9 0.2
542149 9 37 63 90 97 0.2
542146 13 33 59 82 95 0.2
542153 22 26 63 86 96 0.2
542119 10 20 34 70 87 0.4
542137 3 19 47 77 95 0.3
542152 0 9 47 82 96 0.4

228




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

(continuacion)

NelSIS | 004yM | 011uM | 033uM | 1.00puM | 3.00 uM | ICsg (uM)
542157 0 26 56 84 96 03
542143 8 12 44 81 95 03
542144 0 21 42 75 95 0.4
542139 0 14 46 82 97 0.4
542134 3 23 43 72 92 0.4
Tabla 202
NeISIS | 004 M | 011yM | 033 pM | 1.00uM | 300 M | ICeq (M)
539380 0 9 64 85 97 03
541870 7 15 48 80 92 0.3
541262 0 29 63 90 98 0.2
541863 0 26 40 82 93 0.4
541875 6 30 71 84 91 0.2
541853 0 13 39 67 91 05
541877 0 26 41 79 94 0.4
541881 0 30 54 87 94 03
541936 20 41 73 93 98 0.1
541909 0 16 34 64 90 05
541907 6 31 59 84 96 0.2
541952 0 0 50 72 92 05
541953 0 22 50 80 92 0.4
541914 0 0 46 76 93 0.4
541880 0 13 48 79 89 0.4
Tabla 203
NelSIS | 004yM | 011uM | 033uM | 1.00puM | 3.00 uM | ICsg (uM)
539380 0 5 53 78 94 04
541903 12 20 26 62 88 05
541895 3 12 29 66 92 05
541882 2 0 27 65 86 0.7
541889 12 12 47 68 87 0.4
541930 0 6 40 59 85 06
541985 0 16 41 66 93 0.4
542031 1 0 22 55 80 0.8
541972 0 1 23 46 83 0.9
541991 4 35 42 67 89 0.4
542052 5 28 70 92 98 0.2
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(continuacion)

NelSIS | 0.04pM | 011pM | 033 M | 1.00puM | 3.00uM | ICsp (1M)
542080 0 18 54 87 9 0.3
542051 0 18 52 86 97 0.3
542071 5 3 51 74 95 0.4
542069 0 7 56 85 94 0.3
Tabla 204
NelSIS | 0.04pM | 011pM | 033 M | 1.00puM | 3.00uM | ICsp (1M)
539380 11 20 54 89 92 0.3
542053 6 14 38 69 74 0.6
542186 14 43 70 90 93 0.2
542185 0 26 48 80 96 0.3
545333 0 4 27 65 90 0.6
545336 0 15 24 43 79 0.9
545373 0 2 9 42 86 10
545438 0 24 56 81 92 0.3
545431 0 18 50 73 91 0.4
545447 0 15 34 78 93 0.4
545417 0 11 39 66 87 05
545467 12 16 37 76 93 0.4
545441 21 15 20 60 87 0.6
545439 17 24 49 82 91 0.3

Ejemplo 123: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR de mono rhesus en células LLC-MK2

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron para su potencia para ARNm de GHR de rhesus en células LLC-MK2.
Las células se colocaron en placas a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando
electroporacion con concentraciones de oligonucleotido antisentido de 0,12 pM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00
MUM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se
midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se us6 el conjunto de sonda de
cebador RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo
con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucleétidos antisentido.

Tabla 205
Ne ISIS Quimica 012pM | 037 M | 111 yM | 333 .M | 1000 pM | ICs (M)
541262 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 9 25 42 85 91 1.1
541742 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 24 19 58 77 3.2
541767 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 3 10 30 68 88 2.0
541875 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 7 19 64 84 96 0.9
541881 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 3 24 59 79 91 1.0
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(continuacion)

Ne ISIS Quimica 012pM | 037yM | 1.11uM | 333uM | 10.00 pM | ICsg (uM)
542101 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 5 38 71 81 2.0
542112 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 5 17 33 67 76 2.0
542118 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 1 6 35 68 86 2.0
542125 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 12 57 83 93 10
542127 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 1 0 30 68 84 24
542128 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 12 0 26 58 83 2.7
542153 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 4 0 0 36 59 6.6
542185 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 4 0 25 56 87 25
542186 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 15 23 51 73 90 1.1
542051 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 5 19 40 81 94 1.2
Tabla 206
Ne ISIS Quimica 012pM | 037 M | 111 M | 333uM | 10.00 pM | ICsg (M)
523723 5-10-5 MOE 23 14 31 43 71 35
532254 5-10-5 MOE 29 35 42 69 87 0.8
532401 5-10-5 MOE 27 28 46 73 88 12
533932 5-10-5 MOE 10 24 48 70 92 1.2
539376 3-10-4 MOE 21 8 8 35 81 43
539399 3-10-4 MOE 2 10 14 18 57 8.3
539404 3-10-4 MOE 39 12 25 27 57 77
539416 3-10-4 MOE 24 35 44 79 89 1.0
539432 3-10-4 MOE 9 29 42 73 89 1.2
541262 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 43 63 88 94 0.8
541742 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 3 19 35 56 85 19
541767 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 3 24 39 64 86 16
545439 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 19 15 43 74 80 17
545447 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 25 34 58 80 90 0.6

Ejemplo 124: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR en hepatocitos primarios de
cynomolgus

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron para su potencia para ARNm de GHR en hepatocitos primarios de
mono cynomolgus. Las células se colocaron en placas a una densidad de 20.000 células por pocillo y se
transfectaron usando electroporacién con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,12 uM, 0,37 M, 1,11
pM, 3,33 uM y 10,00 uM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de
las células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto
de sonda de cebador RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron
de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje
de inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles

de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucleétidos antisentido.
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Tabla 207
Ne ISIS Quimica 012puM | 037 pM | 111pM | 333 pM | 10.00 pM | ICsp (M)
541262 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 52 75 92 98 0.3
541742 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 57 51 91 96 0.2
541767 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 36 59 60 78 91 0.4
541875 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 54 76 88 95 95 <0.1
541881 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 53 75 85 98 98 <0.1
542101 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 38 55 78 89 97 0.2
542112 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 28 50 74 89 96 0.4
542118 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 20 45 69 84 91 05
542125 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 33 62 77 92 97 0.3
542127 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 30 50 65 86 92 0.4
542128 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 25 40 52 80 93 0.7
542153 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 10 31 51 73 85 1.0
542185 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 12 45 65 85 93 06
542186 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 36 54 74 90 96 0.3
542051 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 9 29 32 32 42 >10
Tabla 208
Ne ISIS Quimica 012pM | 037 M | 111 M | 333uM | 1000 pM | ICy (uM)
523435 5-10-5 MOE 35 47 61 74 85 0.5
523723 5-10-5 MOE 4 16 40 66 86 18
532254 5-10-5 MOE 14 15 24 16 9 >10
532401 5-10-5 MOE a7 54 73 88 94 0.3
533932 5-10-5 MOE 23 40 69 78 86 06
539376 3-10-4 MOE 3 0 44 65 91 20
539399 3-10-4 MOE 0 0 9 42 67 5.0
539404 3-10-4 MDE 0 0 26 52 71 3.5
539416 3-10-4 MOE 8 29 62 89 93 0.7
539432 3-10-4 MOE 0 24 55 85 93 0.9
541262 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 23 52 73 92 96 0.4
541742 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 15 51 73 86 97 0.5
541767 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 19 20 39 68 81 18
545439 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 0 30 61 90 24
545447 | Desoxi, MOE y (S)-cEt 0 17 17 19 27 >10

Ejemplo 125: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR en células Hep3B

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron para su potencia para ARNm de GHR a varias dosis en células Hep3B.
Las células se colocaron en placas a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando
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electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,12 yM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00
uM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se
midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se us6 el conjunto de sonda de
cebador humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de
acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 209
N2ISIS | 0.12pM | 037 M | 1.11uM | 333 M | 10.00 uM | ICsp (uM)
541262 25 43 76 85 94 0.5
541742 32 55 76 88 97 0.3
541767 29 56 83 89 97 0.3
541875 a8 68 84 93 94 0.1
541881 32 57 81 94 97 0.3
542051 a4 66 83 95 93 0.2
542101 25 55 85 95 93 0.3
542112 18 56 83 95 93 0.4
542118 42 61 83 95 97 0.1
542125 30 63 87 95 93 0.2
542127 50 70 91 91 93 0.1
542128 38 63 83 96 93 0.2
542153 a7 59 85 94 97 0.2
542185 44 51 76 89 96 0.2
542186 46 59 84 95 97 0.1
Tabla 210
N2ISIS | 0.12pM | 037 M | 1.11uM | 333 M | 10.00 uM | ICsp (uM)
523435 9 26 49 78 93 1.0
523723 7 16 39 72 90 14
532254 36 46 69 86 94 0.4
532401 25 54 71 86 91 0.4
533932 8 47 69 80 94 0.7
539376 26 a1 54 73 86 0.8
539399 23 43 72 89 94 0.5
539404 30 60 88 95 93 0.2
539416 30 59 84 93 93 0.3
539432 a5 62 88 95 93 0.2
541262 43 60 84 89 93 0.2
541742 23 53 73 84 97 0.4
541767 22 49 74 85 92 0.4
545439 41 69 88 95 96 0.1
545447 31 47 63 74 82 0.5

233



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2812099 T3

Ejemplo 126: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR en hepatocitos primarios de
cynomolgus

Los gapmers de los estudios descritos anteriormente que muestran una inhibicion in vitro significativa del
ARNm de GHR se seleccionaron y probaron a varias dosis en hepatocitos primarios de monos cynomolgus. Las
células se colocaron en placas a una densidad de 35.000 células por pocillo y se transfectaron usando
electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,04 uM, 0,12 uM, 0,37 uM, 1,11 pM, 3,33 uM
y 10,00 uM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y
se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se usé el conjunto de sonda de
cebador RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo
con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los niveles
de ARNm de GHR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 211
NeISIS | 004 M | 012puM | 037pM | 1.11 | 333 M | 10.00 M | 1C<g (M)
541767 8 17 29 48 59 58 04
541875 20 39 48 51 55 58 0.2
541881 23 36 49 60 56 58 0.1
542112 23 21 a5 42 54 68 05
542118 19 14 26 38 54 59 0.8
542153 17 20 27 39 46 52 22
542185 20 23 27 46 39 56 20
532254 1 20 23 11 1 23 >10
532401 0 15 24 39 47 55 16
523723 0 0 7 24 49 54 20

Ejemplo 127: Analisis comparativo de la inhibicion antisentido dependiente de la dosis de GHR en células
Hep3B

ISIS 532401 se compard con oligonuclettidos antisentido especificos divulgados en lao US 2006/0178325
probando a varias dosis en células Hep3B. Los oligonucleétidos se seleccionaron en base a la potencia demostrada
en los estudios descritos en la solicitud. Las células se colocaron en placas a una densidad de 20.000 células por
pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,11 pM,
0,33 uM, 1,00 uM, 1,11 uM, 3,00 uM y 9,00 uM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16
horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de GHR mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. Se uso6 el conjunto de sonda de cebador humano RTS3437_MGB para medir los niveles de ARNm. Los
niveles de ARNm de GHR se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de GHR, con respecto a las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora maxima media (ICso) de cada oligonucleétido. Los
resultados indican que ISIS 532401 era marcadamente mas potente que los oligonucleétidos mas potentes de la US
2006/0178325.

Tabla 212
NelSIS | 011 pM | 033uM | 1.00pM | 300uM | 9.00 M | ICsg (uM)
227452 11 12 46 73 92 14
227488 26 25 39 76 88 1.2
272309 16 14 39 66 91 16
272322 13 20 44 70 86 14
272328 22 20 24 43 56 5.7
272338 22 24 52 71 85 1.1
532401 34 53 72 87 94 0.3
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Ejemplo 128: tolerabilidad de gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® (Charles River, MA) son un modelo de ratones multipropédsito, frecuentemente utilizado
para pruebas de seguridad y eficacia. Los ratones fueron tratados con oligonucleétidos antisentido ISIS
seleccionados de los estudios descritos anteriormente y evaluados para detectar cambios en los niveles de varios
marcadores quimicos del plasma.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétidos ISIS (dosis de 100 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyectd por via subcutdnea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 213. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 213
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirrubina Creatinina (mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)

PBS 31 50 0.28 0.15 28
ISIS 523271 366 285 0.18 0.11 29
ISIS 523324 222 139 0.19 0.10 31
ISIS 523604 2106 1157 0.41 0.06 48
ISIS 532254 66 84 0.11 0.10 27
ISIS 533121 176 155 0.19 0.09 27
ISIS 533161 1094 904 0.23 0.07 29
ISIS 533178 78 83 0.18 0.08 28
ISIS 533234 164 147 0.21 0.09 26

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para realizar mediciones
y analisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC y
plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 214. Los oligonucleétidos
ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo
esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 214
Marcadores hematolégicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%uL) | Plaquetas (103/uL)
PBS 45 13 8.2 41 689
ISIS 523271 42 12 7.9 4.5 1181
ISIS 523324 39 11 7.5 7.9 980
ISIS 523604 33 10 6.9 14.1 507
ISIS 532254 35 10 6.9 7.2 861
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(continuacion)
Marcadores hematolégicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6

HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/ul) | WBC (103/ul) | Plaquetas (10%/uL)
ISIS 533121 39 12 7.9 8.4 853
ISIS 533161 49 14 9.3 9.0 607
ISIS 533178 44 13 8.5 6.9 765
ISIS 533234 42 12 7.8 9.2 1045

Ejemplo 129: tolerabilidad de gapmers 5-10-5 MOE dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios descritos
anteriormente y se evaluaron los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos de plasma.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis de 100 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyectd por via subcutdnea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la Ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 215. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 215
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IUL) | AST (L) | Bilirubina Creatinina (mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)

PBS 30 59 0.26 0.14 20
ISIS 523715 636 505 0.24 0.14 22
ISIS 523723 57 80 0.20 0.16 23
ISIS 523726 165 167 0.18 0.15 23
ISIS 523736 140 177 0.20 0.15 23
ISIS 523747 96 108 0.17 0.14 23
ISIS 523789 45 74 0.20 0.15 22
ISIS 532395 64 111 0.23 0.12 21
ISIS 532401 A7 88 0.21 0.17 22
ISIS 532411 225 426 0.17 0.16 22
ISIS 532420 60 99 0.21 0.12 25
ISIS 532468 319 273 0.15 0.14 21
ISIS 533932 62 81 0.18 0.14 21

Ensayos de hematologia
La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para realizar mediciones

y analisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de varias células sanguineas, como WB), RBC y plaquetas, y
el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 216. Los oligonucleétidos ISIS que
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provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo esperado
para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 216
Marcadores hematolsgicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6

HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/ul) | WBC (10%/uL) | Plaquetas (103/uL)
PBS 43 13 8.1 33 1047
SIS 523715 40 12 8.1 42 1153
SIS 523723 35 11 6.8 29 1154
SIS 523726 32 10 6.8 58 1056
SIS 523736 35 11 71 36 1019
SIS 523747 a7 11 77 28 1146
SIS 523789 37 11 73 25 1033
SIS 532395 a7 11 74 45 890
SIS 532401 36 11 7.1 37 1175
SIS 532411 27 8 53 32 641
ISIS 532420 35 11 7.0 33 1101
SIS 532468 36 11 74 4.0 1043
SIS 533932 36 11 72 38 981

Ejemplo 130: Tolerabilidad de gapmers 3-10-4 MOE dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios descritos
anteriormente y se evaluaron los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos de plasma.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis de 100 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyectd por via subcutanea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la Ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funciéon hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 217. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 217
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana &
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirrubina Creatinina(mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)
PBS 48 63 0.20 0.13 28
ISIS 539302 204 192 0.15 0.15 24
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(continuacién)

Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirubina Creatinina (mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)
ISIS 539321 726 455 0.17 0.12 27
ISIS 539360 3287 2495 0.58 0.13 22
ISIS 539361 310 226 0.17 0.11 21
ISIS 539376 77 75 0.14 0.12 27
ISIS 539379 134 136 0.16 013 24
ISIS 539380 180 188 0.14 0.12 23
ISIS 539383 80 81 0.15 0.12 25
ISIS 539399 119 127 0.13 0.12 24
ISIS 539401 1435 1172 0.24 0.11 24
ISIS 539403 1543 883 0.18 0.12 26
ISIS 539404 75 109 0.16 013 23
ISIS 539416 100 107 0.19 0.15 26
ISIS 539432 55 64 0.20 0.14 22
ISIS 539433 86 91 0.12 0.13 22

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envid a Antech Diagnostics para realizar mediciones
y andlisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC y
plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 218. Los oligonucleétidos
ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 218
Marcadores hematolagicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%/uL) | Plaquetas (10%/uL)

PBS 46 13 85 6 954
ISIS 539302 40 11 8.1 13 830
ISIS 539321 39 11 78 16 723
ISIS 539360 49 14 9.0 14 671
ISIS 539361 45 13 8.5 9 893
ISIS 539376 42 12 77 6 988
ISIS 539379 42 12 8.1 7 795
ISIS 539380 38 10 77 8 950
ISIS 539383 45 12 8.4 8 795
ISIS 539399 41 12 8.0 10 895
ISIS 539401 41 11 8.2 9 897
ISIS 539403 33 9 6.2 13 1104
ISIS 539404 42 12 8.4 7 641
ISIS 539416 41 11 75 5 686
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(continuacién)

Marcadores hematolagicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%yuL) | Plaguetas (103/uL)
ISIS 539432 44 12 8.0 6 920

ISIS 5359433 40 11 74 6 987

Ejemplo 131: Tolerabilidad de gapmers de desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios descritos
anteriormente y se evaluaron los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos del plasma.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 25 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis de 50 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyect6 por via subcutdnea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 219. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 219
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirubina Creatinina(mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)

PBS 36 71 0.22 0.18 22
ISIS 541262 115 133 0.21 0.18 21
ISIS 541724 543 531 0.34 017 21
ISIS 541742 44 71 0.18 0.16 21
ISIS 541748 269 582 0.16 0.15 22
ISIS 541749 626 491 0.20 0.20 22
ISIS 541750 1531 670 0.20 0.18 23
ISIS 541766 2107 1139 0.21 0.21 23
ISIS 541767 42 62 0.21 017 20
ISIS 541822 493 202 0.13 0.16 22
ISIS 541826 889 398 0.21 0.14 17
ISIS 541838 266 172 0.16 0.15 20
ISIS 541870 445 272 0.23 0.16 23
ISIS 541875 103 114 0.20 0.15 20
ISIS 541907 940 725 0.16 0.19 35
ISIS 541991 1690 1733 0.31 0.20 23

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para realizar mediciones
y andlisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC y
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plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 220. Los oligonucleétidos
ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 220
Marcadores hematolégicos en plasma de ratones CD1 en la semana &

HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (10%/uL) | WBC (10%uL) | Plaquetas (103/uL)
PBS 37 11 7 3 1083
SIS 541262 38 11 7 6 1010
SIS 541724 52 16 10 9 940
ISIS 541742 A7 14 9 6 1134
SIS 541748 41 12 8 7 941
SIS 541749 41 12 8 5 1142
SIS 541750 42 12 8 4 1409
SIS 541766 39 11 7 7 989
SIS 541767 46 14 9 2 994
SIS 541822 42 12 8 3 1190
SIS 541826 41 12 8 10 1069
SIS 541838 44 13 8 6 1005
SIS 541870 38 11 7 8 1020
SIS 541875 44 13 8 6 1104
SIS 541907 40 11 8 9 1271
SIS 541991 34 10 6 6 1274

Ejemplo 132: Tolerabilidad de gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios descritos
anteriormente y se evaluaron para determinar los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos del plasma.
El gapmer 3-10-4 MOE ISIS 539376 también se incluy6 en el estudio.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 25 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis de 50 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyectd por via subcutanea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 221. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.
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Tabla 221
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirubina Creatinina (mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)

PBS 43 66 0.21 0.11 20
ISIS 541881 63 109 0.28 0.13 23
ISIS 541936 3260 2108 0.40 0.13 24
ISIS 542051 97 119 0.23 0.12 23
ISIS 542052 454 236 0.23 0.12 25
ISIS 542069 293 211 0.23 0.13 27
ISIS 542085 91 87 0.18 0.10 21
ISIS 542086 137 133 0.24 0.10 23
ISIS 542094 86 143 0.23 0.13 21
ISIS 542101 46 74 0.19 0.10 21
ISIS 542102 4920 2432 230 0.15 29
ISIS 542105 1255 575 0.35 0.13 21
ISIS 542106 3082 2295 342 017 23
ISIS 542107 4049 3092 0.50 0.14 20
ISIS 542108 1835 859 0.32 0.11 21
ISIS 539376 40 79 0.27 0.08 22

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envid a Antech Diagnostics para realizar mediciones
y andlisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC vy el
contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 222. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo esperado
para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 222
Marcadores hematolégicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%/pL)

PBS 46 13 8 6
IS1S 541881 53 15 10 T
ISIS 541936 41 11 8 18
IS1S 542051 49 14 9 8
ISIS 542052 46 13 9 9
ISIS 542069 43 13 8 T
ISIS 5420835 38 11 I 5
ISIS 542086 49 14 9 9
IS1S 542094 36 10 6 5
IS1S 542101 44 13 9 5
ISIS 542102 27 7 9 25
ISIS 542103 42 12 8 T
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(continuacion)

Marcadores hematolégicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6

HCT (%) | Hemoglobina (g/dL) | RBC (105/uL) | WBC (10%/L)
ISIS 542106 a7 10 7 14
ISIS 542107 41 12 7 17
ISIS 542108 51 14 8 10
ISIS 539376 49 14 10 5

Ejemplo 133: Tolerabilidad de gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a GHR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® fueron tratados con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios
descritos anteriormente y se evaluaron para determinar los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos
del plasma.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
dos veces por semana durante 6 semanas 25 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis de 50 mg/kg/semana). A un
grupo de ratones CD1 macho se le inyectd por via subcutdnea dos veces por semana durante 6 semanas PBS. Los
ratones fueron sacrificados 48 horas después de la Ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su
andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 223. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 223
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilimubina Creatinina(mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)

PBS 51 63 0.3 0.14 27
ISIS 542109 3695 2391 0.8 0.19 24
ISIS 542112 119 104 0.3 0.16 28
ISIS 542118 66 86 0.3 0.15 26
ISIS 542122 1112 350 0.3 0.16 27
ISIS 542125 79 92 0.2 0.13 26
ISIS 542126 381 398 05 0.14 23
ISIS 542127 54 85 0.3 0.16 26
ISIS 542128 55 89 0.2 0.12 24
ISIS 542145 834 671 0.3 0.11 24
ISIS 542146 163 107 0.2 0.14 30
ISIS 542149 974 752 0.3 0.12 26
ISIS 542150 2840 2126 24 0.17 23
ISIS 542153 53 75 0.2 0.14 28
ISIS 542157 137 122 0.3 0.13 25
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(continuacion)

Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD1 en la semana 6
ALT(IU/L) | AST(IU/L) | Bilirubina Creatinina (mg/dL) | BUN (mg/dL)
(mg/dL)
ISIS 542185 57 72 0.2 0.11 23
ISIS 542186 62 84 0.2 0.12 24
ISIS 545431 2622 1375 3.0 0.15 28
ISIS 545438 1710 1000 0.3 0.14 26
ISIS 545439 70 117 0.2 0.12 28
ISIS 545447 141 108 0.3 0.13 26

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envid a Antech Diagnostics para realizar mediciones
y andlisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC vy el
contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 224. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo esperado
para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 224
Marcadores hematolségicos en plasma de ratones CD1 en la semana 6
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%uL) | Plaquetas (10%/uL)
PBS 40 12 7 6 1210
SIS 542109 A7 13 9 16 1244
SIS 542112 50 13 8 7 1065
SIS 542118 42 12 8 8 1120
SIS 542122 37 11 7 7 1064
SIS 542125 42 13 8 7 1063
SIS 542126 34 10 7 9 1477
SIS 542127 41 12 7 7 1144
SIS 542128 40 12 7 6 1196
SIS 542145 42 12 8 8 1305
SIS 542146 45 13 8 7 1310
SIS 542149 33 10 6 12 903
SIS 542150 27 7 5 18 1202
SIS 542153 46 13 8 5 1130
SIS 542157 44 12 9 6 791
SIS 542185 45 13 8 3 1031
SIS 542186 44 12 8 6 985
SIS 545431 28 7 6 13 2609
SIS 545438 40 11 8 8 1302
SIS 545439 48 13 9 4 857
SIS 545447 45 13 9 9 964
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Ejemplo 134: Tolerabilidad de gapmers MOE dirigidos a GHR humano en ratas Sprague-Dawley

Las ratas Sprague-Dawley son un modelo multipropésito usado para evaluaciones de seguridad y eficacia.
Las ratas se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en los Ejemplos anteriores y se
evaluaron los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos del plasma.

Tratamiento

Ratas Sprague-Dawley macho se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad
libitum con comida para ratas normal Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas Sprague-Dawley cada uno se les
inyectaron por via subcutanea dos veces por semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétido ISIS (dosis
semanal de 100 mg/kg). Cuarenta y ocho horas después de la Ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se extrajeron
organos y plasma para su analisis posterior.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron los niveles en
plasma de transaminasas usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Se midieron los niveles en plasma de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa) y los
resultados se presentan en la Tabla 225 expresada en Ul/l. También se midieron los niveles en plasma de bilirrubina
usando el mismo analizador quimico clinico y los resultados también se presentan en la Tabla 225 expresada en
mg/dl. Los oligonuclettidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquier marcador de la funcién
hepatica fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 225

Marcadores de Ia funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

ALT (IU/L) | AST(IU/L) | Bilirrubina
{mg/dL)

PBS 69 90 0.15
ISIS 523723 79 123 0.12
ISIS 523789 7 105 0.15
I1S1S 532254 67 97 0.14
ISIS 532401 61 77 0.12
ISIS 532420 102 127 017
ISIS 533178 157 219 0.34
ISIS 533234 7 90 0.1
ISIS 533932 58 81 0.12
ISIS 539376 75 101 0.14
ISIS 539380 86 128 0.16
ISIS 539383 64 94 0.14
ISIS 539399 52 95 0.14
ISIS 539404 88 118 0.13
ISIS 539416 63 104 0.14
ISIS 539432 63 90 0.13
ISIS 539433 69 92 0.13

Funcidn renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles en plasma
de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 226, expresados en mg/dl. Los
oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion renal
fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.
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Tabla 226
Marcadores de la funcién renal (mg/d) en ratas
Sprague-Dawley
BUN Creatinina

PBS 24 0.32
ISIS 523723 20 0.39
ISIS 523789 19 0.37
ISIS 532254 21 0.43
ISIS 532401 17 0.36
ISIS 532420 20 0.31
ISIS 533178 20 0.43
ISIS 533234 22 0.41
ISIS 533932 19 0.43
ISIS 539376 19 0.36
ISIS 539380 18 0.35
ISIS 539383 19 0.35
ISIS 539399 18 0.39
ISIS 539404 23 0.39
ISIS 539416 17 0.39
ISIS 539432 20 0.39
ISIS 539433 20 0.34

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para realizar mediciones y
analisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC vy el
contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 227. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo esperado

para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 227
Marcadores de hematologia en ratas Sprague-Dawley
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL) | RBC (108/uL) | WBC (10%uL) | Plaguetas (10%/uL)

PBS 46 15 8 11 1078
ISIS 523723 38 12 7 19 626
ISIS 523789 38 12 8 12 702
ISIS 532254 36 12 7 11 547
ISIS 532401 42 14 8 12 858
ISIS 532420 a7 12 7 17 542
ISIS 533178 37 12 7 15 1117
ISIS 533234 38 12 7 8 657
ISIS 533932 40 13 7 9 999
ISIS 539376 43 14 9 8 910
ISIS 539380 33 11 5 6 330
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(continuacién)

Marcadores de hematologia en ratas Sprague-Dawley
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%uL) | Plaquetas (10%/uL)
ISIS 539383 39 13 7 10 832
ISIS 539399 37 11 7 4 603
ISIS 539404 37 12 7 6 639
ISIS 539416 33 11 6 9 601
ISIS 539432 44 14 9 10 810
ISIS 539433 38 12 7 9 742

Pesos de drganos

Los pesos del higado, el corazén, el bazo y los rifiones se midieron al final del estudio, y se presentan en la
Tabla 228. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron cualquier cambio en el peso de los érganos fuera del intervalo
esperado para los oligonucleotidos antisentido se excluyeron de otros estudios.

Tabla 228
Pesos de 4rganos (g)

Corazén| Higado| Bazo Rifian

PBS 0.35 36 02 0.8
ISIS 523723 0.31 4.9 0.7 0.8
ISIS 523789 0.34 4.8 06 0.8
ISIS 532254 0.32 50 06 1.0
ISIS 532401 0.32 3.8 0.4 0.8
ISIS 532420 0.29 4.6 0.7 1.0
ISIS 533178 0.34 52 0.7 09
ISIS 533234 0.30 4.4 0.6 1.0
ISIS 533932 0.31 39 05 09
ISIS 539376 0.29 4.4 0.4 0.8
ISIS 539380 0.31 6.3 1.6 1.2
ISIS 539383 0.31 45 06 1.0
ISIS 539399 0.31 45 08 1.0
ISIS 539404 0.34 4.9 0.6 1.0
ISIS 539416 0.32 4.7 0.7 0.9
ISIS 539432 0.30 38 0.4 0.8
ISIS 539433 0.28 4.1 0.7 1.0

Ejemplo 135: tolerabilidad de gapmers desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a GHR humano en ratas Sprague-
Dawley

Las ratas Sprague-Dawley se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en los
ejemplos anteriores y se evaluaron los cambios en los niveles de varios marcadores quimicos del plasma.

Tratamiento
Las ratas macho Sprague-Dawley se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron
ad libitum con comida para ratas normal Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas Sprague-Dawley cada uno se les

inyectaron una vez a la semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleoétido ISIS (dosis semanal de 50 mg/kg).
A dos grupos de ratas se les inyect6 por via subcutdnea una vez por semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y
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ocho horas después de la Ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se extrajeron 6rganos y plasma para su analisis
posterior.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron los niveles en
plasma de transaminasas usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Se midieron los niveles en plasma de ALT y AST vy los resultados se presentan en la Tabla 229 expresada en
Ul/l. También se midieron los niveles en plasma de bilirrubina usando el mismo analizador quimico clinico y los
resultados también se presentan en la Tabla 229 expresada en mg/dl. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cambios en los niveles de cualquier marcador de la funcién hepatica fuera del intervalo esperado para los
oligonucleotidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 229

Marcadores de la funcién hepdtica en ratas Sprague-Dawley

ALT (IU/L) | AST(IU/L) | Bilirrubina
(mg/dL)

PBS 34 56 0.08
PBS 37 54 0.09
ISIS 541881 53 77 0.12
ISIS 542051 61 96 0.09
IS1S 542101 64 214 0.10
ISIS 542112 46 72 0.10
ISIS 342118 42 60 0.08
ISIS 542125 39 67 0.10
ISIS 242127 56 73 0.12
ISIS 542128 45 71 0.12
ISIS 542153 44 69 0.11
ISIS 3421835 44 93 0.09
ISIS 342186 51 107 0.12
ISIS 545439 41 73 0.10
ISIS 545447 103 114 0.10
ISIS 341262 106 133 0.12
ISIS 341742 56 102 0.11
ISIS 541767 53 69 0.09
ISIS 541873 70 133 0.08

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles en plasma
de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 230, expresada en mg/dl. Los
oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de la funcion renal
fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.
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Tabla 230
Marcadores de la funcién renal (mg/dl) en ratas
Sprague-Dawley
BUN Creatinina

PBS 16 0.2
PBS 15 0.2
ISIS 541881 22 0.3
ISIS 542051 18 0.2
ISIS 542101 22 0.3
1515 842112 18 0.2
ISIS 542118 18 0.3
ISIS 542125 18 0.3
ISIS 542127 19 0.3
IS1S 542128 18 0.3
ISIS 542153 17 0.3
ISIS 542185 19 0.3
ISIS 842186 19 0.3
IS1S 545439 16 0.2
ISIS 545447 16 0.2
ISIS 541262 21 04
IS1S 541742 19 0.2
ISIS 841767 15 0.2
ISIS 541875 16 0.2

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envi6é a Antech Diagnostics para realizar mediciones y
andlisis de hematocrito (HCT), asi como mediciones de las varias células sanguineas, como WBC, RBC y el
contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en la Tabla 231. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de hematologia fuera del intervalo esperado

para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 221
Marcadores de hematologia en ratas Sprague-Dawley
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (105/uL) | WBC (10%uL) | Plaquetas (10%/uL)
PBS 43 14 7 7 775
PBS 49 15 8 5 1065
ISIS 541881 41 13 8 B 553
ISIS 542051 39 13 7 9 64
ISIS 542101 37 12 7 15 603
ISIS 542112 45 14 8 10 587
ISIS 542118 47 15 8 7 817
ISIS 542125 41 13 7 7 909
ISIS 542127 44 14 8 10 872
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(continuacién)

Marcadores de hematologia en ratas Sprague-Dawley
HCT (%) | Hemoglobina (g/dL)| RBC (108/uL) | WBC (10%/uL) | Plaquetas (103/uL)
ISIS 542128 44 14 8 7 679
ISIS 542153 48 15 8 7 519
ISIS 542185 44 14 8 9 453
ISIS 542186 44 14 8 12 433
ISIS 545439 40 12 7 11 733
ISIS 545447 43 13 8 9 843
ISIS 541262 46 14 8 17 881
ISIS 541742 47 15 8 10 813
ISIS 541767 53 16 9 9 860
ISIS 541875 42 13 7 9 840

Pesos de drganos

Los pesos del higado, el corazén, el bazo y los rifiones se midieron al final del estudio, y se presentan en la
Tabla 232. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron cualquier cambio en el peso de los érganos fuera del intervalo

esperado para los oligonucle6tidos antisentido se excluyeron de estudios posteriores.

Ejemplo 136: Efecto de los oligonucleoétidos antisentido ISIS dirigidos a GHR humano en monos cynomolgus

Tabla 232
Pesos de érganos (g)

Corazén | Higado| Bazo Rifién

PBS 04 37 02 0.9
PBS 03 32 02 0.7
ISIS 541881 0.4 3.4 0.4 0.9
ISIS 542051 0.4 3.8 0.4 1.0
ISIS 542101 0.3 42 06 11
ISIS 542112 0.3 3T 0.4 0.8
ISIS 542118 0.4 3.6 0.2 0.8
ISIS 542125 0.4 37 0.3 11
ISIS 542127 0.3 42 0.3 08
ISIS 542128 0.3 3.9 0.3 0.8
ISIS 542153 0.3 35 0.3 08
ISIS 542185 0.4 38 0.4 0.9
ISIS 542186 0.3 3.8 0.6 0.9
ISIS 545439 0.4 4.1 0.3 0.9
ISIS 545447 04 3.4 0.3 11
ISIS 541262 0.3 3.4 0.3 2.0
ISIS 541742 0.3 38 0.3 08
ISIS 541767 0.3 34 02 08
ISIS 541873 0.3 5.2 0.4 1.0
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Los monos Cynomolgus se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios
descritos en los Ejemplos anteriores. Se evaluaron la eficacia y tolerabilidad de los oligonucleétidos antisentido, asi
como su perfil farmacocinético en el higado y los rifiones.

En el momento en que se realizd este estudio, la secuencia genémica del mono cynomolgus no estaba
disponible en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI); por lo tanto, no se pudo
confirmar la reactividad cruzada con la secuencia génica del mono cynomolgus. En cambio, las secuencias de los
oligonucledtidos antisentido ISIS usados en los monos cynomolgus se compararon con una secuencia de mono
rhesus por homologia. Se espera que los oligonucleétidos ISIS con homologia con la secuencia del mono rhesus
también tengan reactividad cruzada completa con la secuencia del mono cynomolgus. Los oligonucledtidos
antisentido humanos probados tienen reaccion cruzada con la secuencia genoémica de rhesus (N® de registro
GENBANK NW_001120958.1 truncada de los nucleétidos 4410000 a 4720000, designada en la presente como SEQ
ID NO: 2332). Cuanto mayor sea la complementariedad entre el oligonucledtido humano y la secuencia del mono
rhesus, es mas probable que el oligonucleétido humano pueda reaccionar de forma cruzada con la secuencia del
mono rhesus. Los sitios de inicio y detencién de cada oligonucleétido para la SEQ ID NO: 2332 se presentan en la
Tabla 233. El "sitio de inicio" indica el nucledtido méas 5' al que se dirige el gapmer en la secuencia del gen del mono
rhesus.

Tabla 233
Oligonucledtidos antisentido complementarios con la secuencia genémica rhesus GHR (SEQ ID NO:
2335132 ISI1S Sitio de inicio Sitio de Detencién Quimica SEQ ID NO
objetivo objetivo
523723 149071 149090 5-10-5 MOE 918
532254 64701 64720 5-10-5 MOE 479
532401 147560 147579 5-10-5 MOE 703
541767 152700 152715 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1800
541875 210099 210114 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1904
542112 146650 146665 Desoxi, MOE y (S)-cEt 2122
542118 149074 149089 Desoxi, MOE y (S)-cEt 2127
Tratamiento

Antes del estudio, los monos se mantuvieron en cuarentena durante la cual los animales se observaron
diariamente para su salud general. Los monos tenian 2-4 afios y pesaban entre 2 y 4 kg. A nueve grupos de 5
monos cynomolgus macho asignados aleatoriamente se les inyectd por via subcutanea oligonucleétido I1SIS o PBS
usando una aguja de dosificacion de acero inoxidable y una jeringuilla de tamafo apropiado en la region
intracapsular y el muslo externo de los monos. A los monos se les dosifico tres veces (dias 1, 4 y 7) durante la
primera semana, y luego una vez a la semana durante 12 semanas con 40 mg/kg de oligonucleétido ISIS. A un
grupo de control de 5 monos cynomolgus se le inyecté PBS de manera similar y sirvié como grupo de control.

Durante el periodo de estudio, los monos fueron observados dos veces al dia en busca de signos de
enfermedad o angustia. Cualquier animal que experimenté mas que dolor o angustia momentanea o leve debido al
tratamiento, lesién o enfermedad fue tratado por el personal veterinario con analgésicos o agentes aprobados para
aliviar el dolor después de consultar con el Director del Estudio. Se identificé cualquier animal con mala salud o en
una posible condicién moribunda para una mayor monitorizacién y posible eutanasia. La eutanasia programada de
los animales se realiz6 el dia 86 por desangrado después de anestesia inducida por ketamina/xilazina y la
administracion de pentobarbital sédico. Los protocolos descritos en el Ejemplo fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC).

Reduccién de objetivo hepatico

Analisis de ARN

El dia 86, se extrajo ARN del higado, tejido adiposo blanco (WAT) y rifén para el andlisis por PCR en
tiempo real de la medicién de la expresion de ARNm de GHR. Los resultados se presentan como porcentaje de
cambio de ARNm, con respecto al control de PBS, normalizado con RIBOGREEN®.'nd' indica que los datos de ese
oligonucleétido particular no se midieron. Como se muestra en la Tabla 234, el tratamiento con oligonucleétidos
antisentido ISIS dio como resultado una reduccion significativa del ARNm de GHR en comparacién con el control de
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PBS. Especificamente, el tratamiento con ISIS 532401 dio como resultado una reduccion significativa de la
expresion de ARNm en todos los tejidos.

Tabla 234
Porcentaje de inhibicién del ARNm de GHR en higado de mono cynomolgus con respecto
al control de PBS
Ne ISIS Higado Rifasn WAT
532401 60 47 29
532254 63 63 n.d.
523723 38 0 n.d.
542112 61 60 36
542118 0 22 27
542185 66 53 n.d.
541767 0 14 n.d.
541875 34 77 nd.

Anadlisis de proteinas

Se recogi6 aproximadamente 1 ml de sangre de todos los animales disponibles en el dia 85 y se colocé en
tubos que contenian la sal de potasio de EDTA. Los tubos se centrifugaron (3000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente) para obtener plasma. Los niveles en plasma de IGF-1 y GH se midieron en el plasma. Los
resultados se presentan en la Tabla 235. Los resultados indican que el tratamiento con oligonucleétidos ISIS dio
como resultado niveles reducidos de proteina IGF-1.

Tabla 235
Niveles de proteinas plasmaticas en el mono
cynomolgus
IGF-1(% valor de GH (ng/ul)
referencia)

PBS 121 19
532401 57 39
532254 a1 26
523723 ir 16
542112 46 48
542118 97 6
542185 29 32
541767 101 22
541875 45 47

Estudios de tolerabilidad

Mediciones de peso corporal y de érganos.

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS en la salud general de los animales, se midieron los
pesos corporales y de los 6rganos. Los pesos corporales se midieron el dia 84 y se presentan en la Tabla 236. Los
pesos de los 6rganos se midieron el dia 86 y los datos también se presentan en la Tabla 236. Los resultados indican
que el efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los pesos corporales y de los 6rganos estuvo
dentro del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido. Especificamente, el tratamiento con ISIS 532401 fue
bien tolerado en términos del peso corporal y de 6rganos de los monos.
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Tabla 236
Pesos corporales y de los érganos finales en mono cynomolgus
Peso de Bazo (g) Kidney (g) | Higado
Cuerpo (kg) (@)
PBS 27 28 123 96.7
532401 26 4.0 11.5 58.5
532254 26 4.8 154 695
523723 28 31 148 694
242112 26 3.5 13.6 60.0
542118 27 27 1.9 58.6
542185 26 55 172 685
541767 28 51 17 651
241875 28 5.5 13.2 55.0

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funciéon hepatica, se recogieron muestras de
sangre de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron mediante puncién venosa femoral, 48
horas después de la dosificacion. Los monos se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la extraccion de
sangre. Se recogi6 sangre en tubos que contenian anticoagulante K>-EDTA, que se centrifug6 para obtener plasma.
Los niveles de varios marcadores de funcién hepatica se midieron usando un analizador quimico Toshiba 200FR
NEO (Toshiba Co., Japon). Se midieron los niveles en plasma de ALT y AST y bilirrubina. Los resultados indican que
los oligonucledtidos antisentido no tuvieron efecto sobre la funcién hepatica fuera del intervalo esperado para los
oligonucleotidos antisentido. Especificamente, el tratamiento con ISIS 532401 fue bien tolerado en términos de la
funcién hepatica en los monos.

Funcidn renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se recogieron muestras de sangre
de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron mediante puncion venosa femoral, 48 horas
después de la dosificacion. Los monos se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la extraccién de sangre.
Se recogi6 sangre en tubos que contenian anticoagulante K2-EDTA, que se centrifugd para obtener plasma. Los
niveles de BUN y creatinina se midieron usando un analizador quimico Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japon).

Los datos de la quimica del plasma indican que la mayoria de los oligonucle6tidos ISIS no tuvieron ningun
efecto sobre la funcion renal fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido. Especificamente, el
tratamiento con ISIS 532401 fue bien tolerado en términos de la funcion renal de los monos.

Hematologia

Para evaluar cualquier efecto de los oligonucleétidos ISIS en monos cynomolgus sobre los parametros
hematolégicos, se recogieron muestras de sangre de aproximadamente 1,3 ml de sangre de cada uno de los
animales de estudio disponibles en tubos que contenian Ko-EDTA. Las muestras se analizaron para el recuento de
glébulos rojos (RBC), recuento de glébulos blancos (WBC), recuentos de glébulos blancos individuales, como el de
monocitos, neutrofilos, linfocitos, asi como para recuento de plaquetas, contenido de hemoglobina y hematocrito,
usando un analizador de hematologia ADVIA120 (Bayer, USA).

Los datos indican que los oligonucleétidos no provocaron ningln cambio en los parametros hematolégicos
fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido a esta dosis. Especificamente, el tratamiento con
ISIS 532401 fue bien tolerado en términos de los parametros hematol6gicos de los monos.

Analisis de nivel de proteina C reactiva

Para evaluar cualquier efecto inflamatorio de los oligonucleétidos ISIS en monos cynomolgus, se tomaron
muestras de sangre para su andlisis. Los monos se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la extraccion
de sangre. Se recogieron aproximadamente 1,5 ml de sangre de cada animal y se colocaron en tubos sin
anticoagulante para la separacién del suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante un minimo
de 90 minutos y luego se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener suero.
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La proteina C reactiva (PCR), que se sintetiza en el higado y que sirve como marcador de inflamacion, se midié
usando un analizador quimico Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japén). Los resultados indican que el tratamiento
con ISIS 532401 no provocé inflamacién en los monos.

Ejemplo 137: Medicion de la viscosidad de oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a GHR humano

La viscosidad de oligonucleétidos antisentido seleccionados del estudio descrito en los Ejemplos anteriores
se midié con el objetivo de detectar oligonucledtidos antisentido que tienen una viscosidad de mas de 40 cP. Los
oligonucledtidos que tienen una viscosidad de mas de 40 cp seran demasiado viscosos para adminitrarlos a
cualquier sujeto.

Los ligonucleétidos ISIS (32-35 mg) se pesaron en un vial de vidrio, se afiadieron 120 ul de agua y el
oligonucleétido antisentido se disolvid en solucién calentando el vial a 50° C. Una parte de (75 pl) de la muestra
precalentada se pipeted a un micro-viscosimetro (Cambridge). La temperatura del micro-viscosimetro se fijé a 252 C
y se midi6 la viscosidad de la muestra. Otra parte (20 ul) de la muestra precalentada se pipeteé en 10 ml de agua
para lectura UV a 260 nM a 85° C (instrumento Cary UV). Los resultados se presentan en la Tabla 237 e indican que
todas las soluciones de oligonucleétidos antisentido son Optimas en su viscosidad bajo el criterio establecido
anteriormente.

Tabla 237

Viscosidad de oligonuclestidos antisentido ISIS dirigidos a GHR

humano
Ne ISIS Quimica Viscosity (cP)
523723 5-10-5 MOE 8
532254 5-10-5 MOE 22
532401 5-10-5 MOE 12
541767 Desoxi, MOE y (S)-cEt 13
541875 Desoxi, MOE y (S)-cEt 33
542112 Desoxi, MOE y (S)-cEt 10
542118 Desoxi, MOE y (S)-cEt 14
542185 Desoxi, MOE y (S)-cEt 17

Ejemplo 138: Efecto de los oligonucleoétidos ISIS conjugados con GalNAc3-7 frente a los no conjugados en
un modelo de raton.

Los oligonucleétidos ISIS dirigidos a GHR murino y que no se conjugaron o se conjugaron con GalNAc3-7
se probaron en ratones BALB/c para determinar su eficacia y tolerabilidad. Los ratones BALB/c son un modelo de
ratones multipropdsito, frecuentemente utilizado para pruebas de seguridad y eficacia.

Los oligonucleétidos son todos los gapmers 5-10-5 MOE, que tienen 20 nucledsidos de longitud, en donde
el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y esta flanqueado por segmentos de ala en la
direccion 5' y la direcciéon 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Cada nucleésido en el segmento de ala 5'
y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacién 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos en cada
gapmer son enlaces de fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina a lo largo de cada gapmer son 5-
metilcitosinas. El "sitio de inicio" indica el nucleésido mas 5' al que se dirige el gapmer en la secuencia génica
murina. El "sitio de detencion" indica el nucledsido méas 3' al que se dirige el gapmer en la secuencia génica murina.
Cada gapmer enumerado en las Tablas siguientes se dirige al ARNm de GHR murino, designado en la presente
como SEQ ID NO: 2333 (N? de registro GENBANK NM_010284.2). Los oligonucleétidos se describen en detalle en
la Tabla siguiente.

Tabla 238
Oligonucledtidos antisentido 1S1S dingidos a GHR murino y conjugados con GalNAc3-7 0 no conjugados
Ne |51S Secuencia Conjugado Sitio de inicio SEQIDNO
objetivo

563179 TGCCAACTCACTTGGATGTC No 772 2334
739949 TGCCAACTCACTTGGATGTC Yes 772 2334
563223 GAGACTTTTCCTTGTACACA No 3230 2335
706937 GAGACTTTTCCTTGTACACA Yes 3230 2335
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Tratamiento

A dos grupos de ratones BALB/c hembra de siete semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea
durante 4 semanas 10 mg/kg/semana, 25 mg/kg/semana o 50 mg/kg/semana de ISIS 563223 o ISIS 563179. A dos
grupos de ratones BALB/c hembra de siete semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea durante 4
semanas 1 mg/kg/semana, 5 mg/kg/semana, o 10 mg/kg/semana de ISIS 706937 o ISIS 739949. A un grupo de
ratones BALB/c hembra se les inyectd subcutdneamente durante 4 semanas PBS. Los ratones fueron sacrificados
48 horas después de la ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su andlisis posterior.

Reduccion del objetivo

Para evaluar la eficacia de los oligonucleotidos ISIS, se midieron los niveles en plasma de IGF-1 y los
niveles de expresion de ARNm de IGF-1 y GHR en el higado, asi como los niveles de expresion de ARNm de GHR
en tejidos grasos y renales. Los resultados se presentan en las tablas siguientes.

Los resultados indican que los oligonucleétidos conjugados con GalNAc3-7, ISIS 706937 e ISIS 739949,
son 7-8 veces mas potentes que los oligonucle6tidos originales con la misma secuencia, I1SIS 563223 e ISIS 563179,
en la reduccién de los niveles de ARNm de higado de GHR y fueron de 6 a 8 veces mas potentes para reducir los
niveles de IGF-1 en el higado y el plasma. La expresién de los niveles de GHR en los tejidos renales y grasos no
disminuy6 con los oligonucleétidos conjugados con GalNAc3-7, ya que el grupo conjugado GalNAc3-7 dirigio el
oligonucleotido especificamente al higado. Esta pérdida en la reduccion de grasa y rifidn con oligonucleétidos
conjugados con GalNAc3-7 no afect6 a la reduccién de IGF-1.

Tabla 239
Niveles de expresion de ARNm hepdtico (% de inhibicién) en la
semana 4
mg/kg/sem| GHR | EDgp | IGF-1 | EDgg
10 62 15
ISIS 563223 25 a7 4.2 69 19.4
50 99 7
1 59 24
ISIS 706937 5 a7 0.6 63 34
10 98 69
10 50 22
ISIS 563179 25 67 9.6 31 49 4
50 93 50
1 39 18
ISIS 739949 ] 89 1.2 a7 6.4
10 94 45
Tabla 240
Niveles de IGF-1 en plasma (% de inhibicién) en
la semana 4
mg/kg/sem | Semana | Semana
2 4
PBS - 0 0
10 13 22
IS1S 563223 25 40 &0
50 43 71
1 20 31
ISIS 706937 5 46 64
10 61 67
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(continuacién)

Niveles de IGF-1 en plasma (% de inhibicién) en
la semana 4
mg/kg/sem | Semana | Semana
2 4
10 19 25
ISIS 563179 25 10 24
50 25 46
1 11 24
IS1S 739949
5 29 41
10 37 31
Tabla 241
Niveles de expresion de ARNm de GHR (% de inhibicién) en grasa y
rifion en la semana 4
mg/kg/sem Grasa Rifion
10 21 45
IS15 563223 25 30 66
50 62 65
1 0 5
IS1S 706937 5 0 0
10 0 14
10 4 38
IS1S 563179 25 14 40
50 20 41
1 4 11
IS15 739949 5 0 1
10 0 8

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
en plasma de transaminasas, bilirrubina, glucosa, colesterol y triglicéridos usando un analizador quimico clinico
automatizado (Beckman Coulter AU480, Brea, CA). Los resultados se presentan en la Tabla siguiente. Ninguno de
los oligonucleétidos ISIS provocd cambios en los niveles de ninguno de los marcadores de funcién hepatica o renal
fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido. Los oligonucleétidos conjugados con GalNAc3-7
tenian un perfil ligeramente mejorado sobre los oligonucle6tidos originales.

Tabla 242
Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones BALB/C en la semana 4
ALT AST Bilirrubina Glucosa Colesterol Triglicéridos
mg/kg/sem
(1UiL) {1u/L)y (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
PBS - 26 a8 02 165 70 123
10 23 69 0.3 137 74 186
SIS 25 39 91 0.3 165 62 160
563223 _
a0 49 118 0.3 139 56 119
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(continuacién)

IMarcadores quimicos del plasma en plasma de ratones BALB/c en la semana 4
ma/ka/sem ALT AST Bilirrubina Glucosa Colesterol Triglicéridos
gxa auL) | aui (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 25 62 0.2 152 64 167
IS1S 5 28 64 0.2 180 53 140
706937 _
10 27 65 0.2 165 56 133
1518 10 28 78 D4 156 65 131
963179 25 28 95 02 152 59 118
30 63 108 0.3 157 80 143
1 24 66 0.2 196 66 114
1515
739949 5 29 80 0.2 153 76 161
10 31 59 0.3 174 78 155

Los resultados tomados en conjunto indican que los oligonucleétidos dirigidos a la expresion de ARNm de
GHR cuando se conjugan con GalNAc3-7 tenian una potencia diez veces mayor y perfiles de tolerabilidad similares
0 mejorados en comparacion con los oligonucle6tidos originales.

Ejemplo 139: Estudio de tolerabilidad de un oligonucleétido ISIS conjugado con GalNAc3-7 y dirigido a GHR

humano en ratones.

ISIS 766720 fue disefiado con la misma secuencia que ISIS 532401, un oligonucleétido potente y tolerable
dirigido a GHR humano y descrito en los estudios anteriores. ISIS 766720 es un gapmer 5-10-5 MOE con quimica de
estructura principal mixta y conjugado con GalNAc3-7. La estructura quimica de ISIS 766720 sin el grupo conjugado
GalNAc3-7 se denota como mCes mCes Aeo mCeo mCes Tds Tds Tds Gds Gds Gds Tds Gds Ads Ads Teo Aeo

Ges mCes Ae (SEQ ID NO: 703) y se denota completamente como:
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Tratamiento

A grupos de ratones CD-1 macho de seis semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea durante 6
semanas 25 mg/kg/semana, 50 mg/kg/semana o 100 mg/kg/semana de ISIS 766720. A un grupo de ratones se le
inyectd por via subcutanea durante 6 semanas (dias 1, 5, 15, 22, 29, 36 y 43) PBS. Los ratones fueron sacrificados
48 horas después de la ultima dosis, y los 6rganos y el plasma fueron recogidos para su andlisis posterior.

Marcadores quimicos del plasma

Para evaluar el efecto de ISIS 766720 sobre la funcién hepatica y renal, se midieron los niveles en plasma
de transaminasas, bilirrubina, creatinina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla siguiente. ISIS 766720 no provoc6é cambios en los
niveles de ninguno de los marcadores de la funciéon hepatica o renal fuera del intervalo esperado para los
oligonucleotidos antisentido y se consideré muy tolerable.
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Tabla 243

Marcadores quimicos del plasma en plasma de ratones CD-1 en la semana 6

mg/kgisem| ALT(IU/L) | AST(IU/L) |Bilirrubina(mg/dL)| Creatinina(mg/dL) | BUN (mg/dL)
PBS - 44 79 0.3 0.2 29
25 29 47 0.2 0.2 34
ISIS 766720 50 38 56 0.2 0.2 35
100 29 45 0.2 0.2 31

Peso corporal y de drganos

Los pesos corporales y de los érganos se midieron al final del estudio. Los resultados se presentan en la
Tabla siguiente. ISIS 766720 no provoc6é cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para oligonucle6tidos

antisentido y se considerd muy tolerable.

Tabla 244
Pesos de ratones CD-1 en la semana 6
mg/kgisem| Cuerpo | Higado (% Rifié (% cuerpo) | Bazo (% cuerpo)
() cuerpo)

PBES 40 3.0 1.0 0.2

25 41 34 08 02

IS1S 766720 50 41 3.3 0.8 0.2
100 40 48 08 02
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente estructura quimica:

2. Una composicién que comprende el compuesto de la reivindicacién 1, o una sal del mismo y por lo menos uno de
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, o la composicion de la reivindicacion 2, para su uso en terapia.

4. Una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la reivindicacién 1, o la composicién de la reivindicacion
2, para su uso en un método para tratar una enfermedad asociada con un exceso de la hormona de crecimiento en
un humano, en donde el uso comprende administrar al humano la cantidad terapéuticamente eficaz, tratando de este
modo la enfermedad asociada con el exceso de la horman de crecimiento, opcionalmente en donde (a) la
enfermedad asociada con el exceso de la hormona de crecimiento es acromegalia y/o (b) el tratamiento reduce los
niveles de IGF-1
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