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Aptamers to the Human I1.-12 Cytokine Family and Their Use as
Autoimmune Disease Therapeutics

FIELD OF INVENTION

[0001] The invention relstes generally to the field of mmclejc acids and maore particularly
to aptamers capable of binding to members of the humsan interleukin-12 (IL-12) cytokine
family, moro specifically to lmman interieukin-12 (TL-12), homsn interlenkin-23 (IL-23), or
both I1.-12 and I1.-23, end to other related cytokines (e.g., IL-27 and p40 dimer). Such
xptamers are useful as tharpeotics in end diagnostics of autoimmune relsted discases and/or
other diseasos or disorders in which the I1-12 family of cytokines, specifically IL-23 and IL-
12, have been implicaied. The invention forther relates to materials and methods for the
administration of aptamers capeble of binding to IL.-23 and/or IL-12.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0002]  Apiamers aro mcleis acid molecules having specific binding affimity to molecules
through mteractions other than classic Watson-Crick base pairing.

[0003] Aptamers, like peptides generated by phage display or monoclonal antibodies .
(“mAbs”), are capable of specifically binding to selected targets and modulating the target’s
activity, e.g., through binding eptamers may block their target’s ebility to fimetion. Created
by an in vitro solection process from pools of rendom sequonce oligomucleotides, sptamers
havo beon genemated for over 100 proteing including growth factors, transcription factors,
enzymes, immunoglobuline, and receptors. A typical aptamer is 10-15 kDa in xize (30-45
nucleotides), binds its target with sub-nanomolar affinity, and discriminates against closely
relatod targets (e.g., aptamery will typically not bind other proteins from the same geno
family). A series of structuru] studies have shown that aptamers are capable of using the
same types of binding interactions (e.g., hydrogen bonding, electrostatic complementarities,
hydrophobic contacts, steric exclusion) that drive affinity and specificity in antibody-antigen
complaxes.

[0004] Aptamers have & mmnber of desirable characteristics for use as therapentics and
diagnostics including high specificity snd affinity, biological efficacy, and excellont
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" Kinoti tics. En addition, thay offer specifio titive adventages over
[0005] 1) Speed and control. Aptamers are produced by an entirely i vitro process,
allowing for the rapid genexation of initial leads, including therapeutic leads. In vitro
selection allows the specificity end affinity of the sptamer to be tightly controlled and allows
the genemtion of leads, including leads againat both toxic and non-immunogenio targets.
[0006] 2) Toxicity and Inpmimogenicity. Aptamers as a class have demonstrated little or
no toxicity or immunogenicity. In chronic dosing of mats or woodchucks with high lavels of
aptamer (10 mg/kg daily for 90 days), no toxticity is observed by any clinical, cellular, or
biochamical measure. Whereas the cificacy of many monoolonal antibodies cen be soverely
limited by immmme response to antibodics themselves, it is extremely difficult to elicit
.antibodies to aptemers most likely becanse aptamers cannot be presented by T-cells via the
MHC and fhe imomne response is generally trained not to recognize nucleic acid fragments.
[0007)  3) Administation. Whercas most currently approved antibody therspeutics are
administered by intravenous imfusion (typically over 2-4 hours), aptamers can bo
administered by suboutaneous injection (aptamer bioavailability via subcuianeous
administration in >80% in monkey stodies (Tuoker ef al, J. Chromatography B, 732: 203-
212, 1999)). This difference is primarily due to the comparatively low solubility and thns
large volumss neceasary for most therapeutic mAbs. With good solubility (>150 mg/mL) and
compartively low molecular weight (aptemer: 10-50 kDa; antibody: 150 kDa), s weekly
doso of aptamer may bo delivered by injeotion in a volums of less than 0.5 mL. In addition,
the amall sizs of aptamers allows them to peneteate into areas of conformational constrictions
that do not allow for antibodies or antibody fiagments to penetrate, presenting yot another
advantage of aptamer-based therapentics or prophylaxis.

[0008]  4) Scalability and cost. Therzpeutic sptamcrs aro chemically synthesized and
consequently can be readily scaled as needed to meet production demand. 'Wheareas
difficulties in scaling production are currently limiting the availability of some biologics and
the capiial cost of a large-scale protein production plant is enormous, a single large-scale
oligonucleotide synthesirer can produce upwards of 100 kg/year and requires a relatively
modest initial investment. The current cost of goods for aptamer synthesis at the kilogram
scale is estimated at $500/g, comparable to that for highly optimized antibodies. Continning
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improvements in process development are expected to lower the cost of goods to < $100/g in
five yoars.

adapted to rogain activity following exposure to factors such as heat and denatorants and can
be stored for extended pariods (>1 yr) at room tempersture as lyophilized powdors.
CYTOKINES AND THE IMMUNE RESPONSE
[0010] The imnrune response in mammals is hased on a saries of complex collular
interactions called the “imnrune network.” In addition to the network-like cellular interactions
of lymphooytes, macrophages, gmnulocytes, and other cells, soluble proteins known as
lymphokines, cytokines, or monokines play a critical role in controlling these callular
interactions. Cytokine cxpression by cells of the immune system plays an important role in
the regulation of the immuns response. Most cytokines are pleiotropic and have multiplo
differexdintion of CD4+ cell subsets; antibody response by B cells; and manifestntions of
hypersensitivity. Cytokines are implicated in a wide range of degenerative ar abnormal
conditions which dixectly or indirectly involve the immune system and/or hematopoiotic
cells. An important family of cytokiney is the IL-12 femily which includes, e.g, IL-12, IL-
23, IL-27, end p40 monomers and p40 dimers,
[0011]  IL-23 is a covalently linked hetarodimeric molecule composed of the p19 and p40
subunits, each encoded by separate genes. IL-12 is also a covalently linked hoterodimeric
moleculs and consists of the p35 and p40 subunits. Thas, I1.-23 and IL-12 both have the p40
subunit in common (Figure 1). Human and mouse p19 shaxe ~70% amino acid soquence
jdentity and are closely related to p35 (fhe subunit unique to IL-12). Transfection nssays
revesl that like p35, p19 protein is poordy secreted when expressed alons and requires the co-
expression of its heterodimerizing partner p40 for higher expression. Togsther, p40 and p19
form a disulfide-linked hetorodimer. The pl9 component is produced in large amounts by
activated macrophages, dendritic cells (“DCs"), endothelial cells, and T cells. Th1 cells
express larger amounts of p19 mRNA than do Th2 cells; however, among these cell types
only activated macrophages and DCs constitutively expross p40, the other component of TL-
23, WMoprDileyhehﬁdmmtﬁthghthToﬂ-ﬁb
receptor-2, which suggests that p19, and thus I1-23, may fanction in the immune response to
3
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[0012] One of the shared actions of IL.-12 and I1.-23 is their proliferative effect an T-cells
(Brombacher et al., Trends in Immun. (2003)). However, clear diffirences exist in the T-cell
subsots on which these cytokines act. In the mouse, IL-12 induces proliferation of nalve
murine T cells but not memory T cells, whereas the prolifemtive effect of IL-23 is confined
to memory T cells. In Inrmans, I1.-12 promotes prolifiration of both natve and memory
human T-cells; however, the proliferative effoct of IL-23 is still restricted to memory T cells,
Also, the action of IL-23 on IFN-y production is directed primarily toward memary T cells in
humans. Although IL-12 can induce IFN-y production in nafve T-cells and, to & greater
extent, memory T-cells, IL-23 bas very little effiect on IFN-y production in nalve T-cells. A
moderate increase in IFN-y production is observed in memory T-cells stimmlated by IL-23,
but this effoct is somewhat smaller than that resuiting from stimmlation with I1-12.

[0013]  Thus, IL-23 has biological activity that is distinct from I1-12, however both are
belioved to play a role in eutoimumune and inflammatory diseases such as mmitipls eclerosis,
(including Crohn's disease and ulcerative colitis), in addition to diseases such as bono
resoprtion in osteoparosis, Type I Dinbetes, and cancer.

[0014]  While not intending to be bound by theory, it is belicved that II.-12 and I1-23 are
involved In muitiple sclerosis ("M3™) pathoganesis. For example, p40 lovels zre up-regulated
in the cerobiral spinal fluid of MS patients (Fassbender et al., (1998) Nenrology 51:753). In
addition, an anti-p40 mAD has been shown to localize to lesions in the brain (Brok ez al., I
(2002)169:6554). Furthormore, lower baseline levels of p40 mRNA have been shown to
predict clinical responaiveness to IFN- treatment (Van-Boxel-Dezaire ef al., 1995). Thus, a
knock-down of both IL-12 and I1.-23 via p40 might smeliorate the symptoms of MS. In fact,
anti-p40 antibodiss have been shown to significantly suppross the development and severity
of Experimontal Autoimmune Encephalomyelitis “EAE”) in mice (Constantinescu ef al., JI
(1998) 161:5097) and in marmosets (Brok ef al., JI (2002)169:6554).

[0015]  Despite the evidence showing that knocking out both IL-23 and IL-12 suppresses
the development and symptoms of MS, there is strong evidence that I1.-23 is the more
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important of the two in MS/EAE pathogenesis in mice, as shown by the effects of IL-12 and
IL-23 kmock-outs on the EAE mouse model, (Cua et al., (2003) Nature 421:744). For
example, EAE can occur in p35 knockout mice, but not p19 or p40 knock-out mice (Cua ef
al,, (2003). Bxpression of IL-23 but not IL-12 in the CNS rescuos EAE in p19/p40 knock-out
mice, although over-exprossion of 1L-12 oxacesbates BAE, so IL-12 seems to play soms role
in gemeral TH1 cell development snd activation (Coa ez gl.). In hnmans, over-expression of
p40 mRNA but not p35 mRNA has been observed in the Central Nervons System (CNS) of
MS patients,

[0016] In addition to playing s genem] rolo in activating Thi cells, IL-12 may be more
impartant for fighting infection than IL-23. In mice, a p19 knock-out induces classic Thl cell
reaponse (high IFN-gamma, low IL-4), whereas the response in p35 and p40 knock-out niice
is restricted to Th2 colls (low IFN-gamma, high IL-4) (Cua et al.). Additionally, p19 knock-
ont immmune cells produce strong pro-inflammatory cytokines, whereas p40 knock-out
immume cells cannot. Lastly, p40, IL-12RP1 and IL-12RB2 knock-out mice are susceptible to
2 vatiely of infoctions (Adorini, from Contemporary Immunology (2003) pg. 253). Thus
inhibiting TL-23 specifically through aptamer thorapeutica may effectively fight IL-23
mediated diseass while leaving the patient more able to fight infection.

[0017] Both IL-23 and/or IL-12 have beon implicated in theumatoid arthritis as a
promoter of end-stage joint inflammation. 'While not intending to be boumd by theary, it is
belioved that IL-23 affects the function of memory T-cells and inflammatory macrophages
through engagement of the IL-23 receptor (IL-23R) an these cells. Stodiss indicate the I.-23
subunits p19 and/or p40 pizy & role in murine collagen-induced arthritis (“CIA"), the mouse
model for theumatoid arthritis. Anti-p40 antibodies have been shown to ameliomte the
symptoms in rmorine CIA and prevent development and progression alone and when
combined with anti-tomor necrosis factor (anti-TNF) treatment (Malfait af al., Clin. Exp.
Immumol. (1998) 111:377, Matthys ef al., Bur. J. Immunol. (1998) 28:2143, mmd Butler ef al.,
Bar. J. Immunol. (1999) 29:2205). Furthsrmore, p19 and p40 kmockout mice have been
shown to be completely reaistant to the development of CIA while CIA development and
severity is exacerbated in p35 knock-out mice (Mclntyre ef al., Exr. J. Immmol. (1996)
26:2933, and Murphy et al., J. Exp. Med. (2003) 198:1951). Thua, the apinmers and methods
of the present invention that bind to and inhibit IL-23 are useful as therapoutic agents for
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[0018) Both IL-23 and/or IL-12 are also belioved to play a dominant role in the
recruitment of inflarmmatory cells in Th-1 mediated diseasos such as peoriasis valgaris, and
irritable bowel disease, including but not imited to Crobn's disease and ulcerative oolitis.
For example, elevated levels of p19 and p40 mRNA wera detacted by quantitative RT-PCR
in skin lesions of patients with peoriasis valgaris, whereas p35 mRNA was not (Leo et al., J
Exp Med (2004) 199(1):125-30). In 2, 4, 6, trinitrobenzone sulfonic acld (“TNBS™) colitis, an
experimental model of inflammatory bowel disease in mice, treatment with an smti~JL-12
monoclonal antibody proved afficacious in completely ameliorating/preventing mmcosal
inflamation (Neumth et al., J Bxp Med (1995) 182:1281-1290). In another study which
ovaluated several different IL-12 antagonists in the TNBS colitis model, an anti-IL~12 p40
entibody proved to be the most effective in proventing mucosal inflammation, fhus
implicating both IL-12 and IL-23 (Schmidt et al., Pathobiology (2002-03); 70:177-183).
Thus, the aptamers of the prosent invention that bind to and inhibit IL-12 and/or IL-23 mre
useful ag thorapeutic agents far peoriasis and inflammatory bowel diseascs.

[0019] It is also belisved that IL-12 and/or IL-23 play a role In systemic npus
erythamatosus (“SLE™). For example, serum obtained from SLE patients were found to
contein xignificantly higher amounts of p40 as 2 monomer than serum levels of p40 as &
heterodimer e.g., IL-12 (p35/p40) and IL-23 (p19/p40), indioating that deficient 1123 and/ar
I1.-12 production may play & rols in the pathogenesis of SLE. Tts, sptamers of the invention
which enhance the biological fanction of IL-23 and/or IL~12 are useful as therspoutics in the
treatment of systemic lupus erythamatosus (Lauwerys ef al., Lupus (2002) 11(6):384-7).

{0020]  The anfi-tumor sctivity of IL-12 has boen well characterized, and recent studios
have shown that [L-23 aleo possesses anti-tomor and anti-metastatic activity. For example,
colon carcinoma cells retrovimily transduced with I1L-23 significantly reduced the growth of
colon tumors established by the cell lins in immunocompetent mice as compared to a control
coll line, indicating that tho expression of IL-23 in tumors prodnces an anti-tumor effect.
(Wang e al., Int. J. Cancer: 105, 820-824 (2003). Likewise, a lung carcinoma cell line
rotrovirally engineored to relesse single chain IL-23 (“scll.-23") significantly suppressed hng
metastases in BALB/c mice, resulting in almost complets tomor rejection (Lo ef al, J.
Immuonol 2003, 171:600-607). Thos, aptamers that bind to I1-23 and/or IL-12 and enhance
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their biclogical fanction are nsefhl as oncological therpeutica for the treatment of colon
cancer, hung cancer, specifically long metastases, and other oncological diseases for which
IL-23 and/or IL-12 have sn anti-tumor affeot.

[0021] There is cutrently no known therapeutic agent that specificalty targets boman I1.-
23. Available ugents that target IL-23 inchide an anti-hnman II-23 p19 polyolonal antibody
available through R&D Systems (Minnespolis, MN) for resesroh use only, an anti-nrmen p40
monnolonal antibody which targets both I1.-12 and I1.-23, since both cytokines have the p40
Mhmﬂuﬁmﬂ;ﬂpﬂpﬂpﬁuﬂnﬂmﬂmﬂuﬁbﬁhw&h
target mouse I1-23, not luman I1.-23 (Pithonen, ef al., (2002), J Imnmnology 169:5673-
5678). As previously explained, an agent that inhibits the activity of both IL-23 and IL-12
may leave patients more vulnerble to infoctions, and generally can pose more complications
in texms of developing a tharapeutic agont than an agent that inhibits ooty IL-23. Since there
is avidence that I1-23 plays 8 more imporiant role than IL-12 for antoimamne inflammation
in the brain and joints, a themapeutic specific for only 11.-23 may be more advaningeons then
an agent which targets both cytokines, such as the anti-p40 lnunan mAb.

[0022] QGiven the advaniages of specificity, small size, and affinity of aptamers as
therapeutic agents, it would be bepeficial to have materials and methods for aptamer
therapoutios to treat diseeses in which human cytokines, spocifically IL-23 and IL~12, play a
rols in pathogonesis. The present invention provides materisls and methods to meet thess
and other ncods.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0023]  The present invention provides matexials and mothods for the treatment of
sutoimnmne and inflsmmatory disease and other related diseases/disorders in which I1.-23
and/or TL-12 are involved in pathogenesie.

[0024] In one embodiment, the materials of the present irvention provids eptamers that
specifically bind to IL-23. In onc embodiment, I1.-23 to which the aptamers of the invention
bind is human IL-23 while in enother embodiment I1.-23 is a variant of lmman I1.-23. In ono
embodiment the variant of IL-23 performs a biological function that is cssentially the same as
a fonction of human 11.-23 end has substantially the same strocture and scbstantially the same
ability to bind said aptamer as thet of human IL-23,
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[0025] Inone embodiment, human I1~23 or a variant thereof compriscs an amino acid
sequence which is at least 70% identical, prefarnbly at loast 80% identical, moro preferably at
least 90% identical to a sequence comprising SEQ ID NOs 4 end/or 5. In another
embodiment, haman I1-23 or a variant theroof has an amino acid scquence comprising SEQ
IDNOs 4 and 5.

[0026] In one embodiment, the aptamer of the invention has a dissociation constant for
human IL-23 or a variant thereof of about 100 nM or leas, preferably 50 nM or loas, more
praferably 10 M or less, sven moro prefembly 1 nM or loss,

[0027] Inone embodiment, the aptamer of the prosant invention modalates & fanction of
tmnen 11,23 or & variant thereof. In one embodiment, the aptamer of the present invention
stinmiates a function of humean I1.-23. In enother embodiment, the aptamer of the present
imvention inhibits a fanction of human IL-23 or a variant thereof, In yot anothar embodiment,
the sptamer of the present invention inhibits a fanction of human I1.-23 or a variant thereof in
vivo. In yot another embodiment, the sptamer of the present invention provents 11.-23 from
binding to the IL-23 receptor, In some embodiments, the function of uman IL-23 oc a
variant thegeof which is medulated by the aptamer of the invention is to mediste a disease
associated with luman IL-23 such as: autoimmune dissase (including but not limited to
multiple sclarosis, thesnmatoid arthritis, peoriasis, systemic lupus erythamatosus, and irritable
bowel disease (e.g., Crohn's Disease and ulcerative colitis)), inflummatory disease, cancer
(including but not limited to colon cancer, lung cancer, and lung metastases), bone resarption
in osteoporosis, and Type I Disbotes.

[0028] In oms embodiment, tho aptamer of the invention has substantially the sams ability
to bind fuman I1.-23 us that of an apiamer comprising & maleotide sequonce scloctod from
the group consisting of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SBQ
ID NOs 103-118, SBQ ID NOs 124-130, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, end SRQ
ID'NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, snd SEQ ID NOs 203-314.
In another embodiment the aptamer of the invention has substentially the same structure and
substantially the same ability to bind I1-23 as that of an sptamer commprising & nuclootide
sequence selected from the group consisting of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88,
SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOw 103-118, SEQ ID NOs 124-130, SBQ ID NOs 135-159,
SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196,
and SEQ ID NOs 203-314.
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[0029) In one embodiment, the present invemtion provides an aptamer that binds to
human I1-23 comprising a nucleic acid scquance st least 80% identical, more proforably at
least 90% identical to any one of the sequences sclected from the group consisting of: SBQ
ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs
124-130, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs
176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 203-314. In another embodiment, the
present invention provides an aptamer comprising 4 contignous mcleotides, proferably 8
cantignons nncleotides, more praferably 20 contignous nucleotides fhet are identical to a
soquance of 4, 8, or 20 contiguous nucleotides in the unique sequance region of sy one of
the sequences selocted from the group of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID
NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-130, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID
NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ
ID NOs 203-314. In yet another embodiment the present invention provides an aptumer
capable of binding humen IL-23 or a variant thereof comprising a mucleotide sequence
sclected from the group consisting of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs
91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-130, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO
162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID
NOs 203-314. In another embodiment, the prosent invention provides an aptamer having the
sequence set forth in SEQ ID NO 177, prefambly SEQ 1ID NO 224, more preforably SEQ ID
NO 309, more preferably SEQ ID NO 310, and more preferably SEQ ID NO 311.

[0030] Inone embodiment, the present imvention provides aptamers that specifically bind
to mouse 1-23. In another embodiment, the present invention provides sptamers that bind to
a variant of mouse I1-23 that performs a biclogical function fhat is esgentially the same s a
fonction of mouse I1.-23 and has substantially the same strocture and substantially the samo
ability to bind said aptamer as that of mouse IL-23.

[0031] In ome embodiment, mouse [L-23 or a veriant thereof to which the aptamer of the
invention binds comprises en emino acid sequence which is at least 80%, preferably at least
90% identical to a sequence comprising SEQ ID NOs 315 and/or 316. In another embodiment
mouso JL-23 or a variant thereof has an amino acid sequence comprising SEQ ID NOs 315
and 316.
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10032] In one embodimant, the aptamer of the invention has a dissociation consiant for
mouse IL-23 or a vatiant therecf of about 100 oM or less, preferably 50 nM or less, more
preferably 10 oM or less.

[0033] In one embodiment, the aptamer of the invention modulates & function of mouse
1L-23 or a variant thareof. In one embodiment, the aptamer of the invention stimulates &
fimction of mouse I1.-23. In another embodiment, the aptamer of the invention inhibits a
function of mouse JL-23 cr a variant thevoof. In yet another embodiment, the sptamer of the
invention inhibits a fanction of mouse IL-23 or a variant thereof in vive. In yet another
embodiment, the aptamer of the invention preventa the binding of mouse IL-23 to the mouse
IL-23 receptor. In some embodimants, the function of mouse I1.-23 which is modulated by
the sptamar of the present invention is to mediaie a disease model associated with mouse IL-
23 such a3 exparimenta] antoimmmme encophalontyelitis, awrine collagen-induced arthritis,
and TNBS colitis,

[0034] Inone cmbodiment, the aptamer of the invention has gubstantially the same sbility
to bind mouse IL-23 as that of an aptamer comprising a mucleotide sequence selectod from
the group consisting of SEQ ID NOs 124-134 and SEQ ID NOs 199-202. In another
embodiment, the aptamer of the invention has substantially the same structure and
substantially the same ability to bind mouse IL-23 as that of en sptamer comprising a
mucleotide sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 124-134 and SEQ ID
NOs 1995-202.

[0035] Inono embodiment, the present mvention provides aptamers that bind to mouse
IL-23 comprising & omcleio acid sequence at least 809 identical, preferubly at least 950%
identical to any one of the sequences selected from the group cousisting of SEQ ID NOs 124-
134, and SEQ ID NOa 199-202. In another embodiment, the present invention provides
eplxmers comprising 4 contiguous, preferably 8 contignous, more prefambly 20 contiguous
nucleotides that are idemtical to a scquence of 4, 8 or 20 contignous mcleotides in the unique
sequence region of any one of the sequences sclected from the group consdsting of: SEQ ID
NOs 124-134 and SEQ ID NOs 199-202. In anothear embodiment, the present invention
provides an aptamer capablo of binding mouse IL-23 or a variant theroof comprising a
nucleotide sequence selected from the group consisting of: SEQ ID NOs 124-134 and SEQ
ID NOs 199-202.

10
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[0036] In ons smbodiment, the materials of the present invention provide aptamexs that
specifically hind to IL-12. In one embodiment, IL-12 {0 which the aptamers of the invention
bind is homan IL~12 while in another embodiment IT.-12 is a varimnt of lmmem I1.-12. In one
embodiment the varisnt of IL.-12 performs a biclogical function thet is essentinlly the same as
a fimction of homan IL-12 and has substantially the samo strocture and subshmtially the same
ability to bind said aptamer as that of human 11.-12.

[0037] In ome embodiment, human IL-12 or a variant thereof comprises an amino ecid
sequence which is at least 80% identical, preferably at least 90% identical to a sequance
comprising SEQ ID NOs 4 and/or 6. In another embodiment, human J1.-12 or & variant
thereof has an amino acid sequence comprising SEQ ID NOs 4 and 6.

[0038] In one embodiment, the aptamer of the present invention modulates a fonotion of
hmman 11,12 or a variant thereof. In ono embodiment, the sptamer of the prosent invention
stimulates a fanction of lnxman I1.-23. In enother embodiment, the aptamer of the present
invention inhibits a function of hioman IT-12 or a variant thercof, In yet another embodiment,
the aptamar of the presoat invention inhibits & function of hnman IL-12 or & veriant thareof i
vivo, In yet mnother embodiment, the eptamer of the present invention prevents IL-12 from
binding to the IL-12 receptor. In one embodiment, the function of human I1.-12 or a variant
theroof which is modulated by the sptamer of the invention is to mediate a disease associated
with huoman JL~]12 such as: sntoimmuns discass (inclnding but not limited to multiple
disoass (e.g., Crobn’s Diseasc and uicerstive colitls)), inflammastory discase, cancer
(including but not mited to colon cancer, lung cancer, and lung metastases), bone resorption
in osteoporosis, and Type I Disbetes.
[0039] In one embodiment, the present invention provides aptamers which are either
ribonucleic or deoxyribonucleic acid. In & further embodiment, thess ribomucleic or
deaxyribomcleic acid aptamers are single stranded. In another embodiment, the present
invention provides aptamers comprising at least one chemical modification. In one
embodiment, the modification is selocted from the groap consisting of: a chemical
substitution at » sugar position; a chemical snbstitution at a phosphate position; and a
chemical substitution at & base position, of the nucleic acid; incorporation of a modifisd
nucleotide; 3’ capping; conjugation to & high molecular weight, non-immamogenic
componnd; conjugation to a lipophilic compound; and phosphats beckbone modification. In
11
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one embodiment, the non-immunogenic, high molecular weight compound conjugated to the
sptamer of the invention is polyalkylens glycol, preforably polyetirylene glycol. In one
embodiment, the backbone modification comprises incorporation of one or more
phospharofiioatss into the phosphate backbone. In another embodiment, the aptamer of the
invention comprises the incorparation of fewer than 10, fewer than 6, or fewer than 3
phosphorothioatns in the phosphate backbone,
[0040] In one embodiment, the materials of the prosent invention provide &
pharmacentical composition comprising a therapeutically effective amount of an aptamer
compuising a macleis acid soquence selected from the group conisting of SEQ ID NOs 13-
66, SEQ ID NOa 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-130,
SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178,
SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 203-314, or a salt tharoof, and a pharmaceutically
accepinblo carrier or diluent. In another embodiment, the materials of the present invention
_ provide a pharmaceutical composition comprising a therapeutically effective amount of an
spiamer compriaing a nucleic acid sequence selectod from the group consisting of: SEQ ID
_NO 14, 8EQ ID NOs 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID NOs 27-32, SEQ ID NOs 34-40, SEQ
ID NO 42, SEQ ID NO 49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NO# 91-92, SEQ ID NO 94, and
SEQ ID NOs 103-118, or a salt thereof, and a pharmacecutically accoptable camier or dilnent.
In & profrred embodiment, the materials of the present invention provids a pharmacentical
composition comprising a thempeutically effective amount of an aptamer comprising a
mucleio xoid sequence aslocted from the group consisting oft SEQ ID NO 177, SEQ ID NO
224, and SBQ ID NOs 305-312,

[0041] In ons embodiment, the present invention provides a method of treating,
preventing or ameliomting a discase mediatad by 11.-23, comprising administering the
composition comprising a therapeutically effective amount of an aptwmer comprising a
nncleic acid sequence selocted from the group consisting of SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID
NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-130, SEQ ID NOs
135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs
181-196, and SEQ ID NOs 203-314, to a vertebrate. In another embodiment, the present
invention provides a method of treating, preventing or ameliorating a discase mediated by 1L~
23 and/or IL~12, compriging administering the composition comprising a therapautically
effective amount of an aptamer comprising 2 micleic acid ssquence seleoted from the group

12
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consisting off SEQ ID NO 14, SEQ ID NOs 17-19, SBQ ID NO 21, SEQ ID NOs 27-32,
SEQ ID NOs 34-40, SEQ ID NO 42, 8EQ ID NO 49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NQe 91-
92, SEQ ID NO 94, and SEQ ID NOs 103-118, to a veriohrats. In a prefirred embodiment
the composition comprising a therspeatically offective amount of an aptamer administered to
a vertobrate compriscs & nuocleic acid sequence selected from the group consisting of: SBQ ID
NO 177, SEQ ID NO 224, and SEQ ID NOs 305-312, In cne embodiment the vertebrate to
which the pharmaccutical composition is adminisiered is & mammal. In a prefarred
embodimant, the mamynal is a boman,

[0042] Inone embodiment, the disense treated, proventod or ameliomated by the methods
of the present invention is selected from the group consisting of: antoinmune diseage
(including but not limited to nmitiple sclerosis, thoumatoid arthritis, psoriasis, systemic Jupus
erythamatosus, and irritable bowel diseags (e.5., Crohn’s Discase and ulcerative colitis)),
inflammatory disease, cancer (including but not limited to colon cancer, lung cancer, and
lung metastases), bone resarption in osteoporosis, and Type I Disbetes.

[0043]) Inono smbodiment, the present invention provides a diagnostic method
comprizing contacting an aptmmer with a mucleic acid saquonce selected from the group
conzisting oft SBQ ID NOs 13-66, SBQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs
103-118, SBQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs
164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ 1D NOs 199-314 with
composition suspected of comprising IL-23 and/or IL~12 or s variznt thereof, and detecting
the pressnce or absenco of IL-23 and/or IL~12 or a variant thereof.

[0044] Inone embodiment, the present invention provides an aptamer with & mcleic acid
sequence selected from the group consisting oft SHQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88,
SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOa 135-159,
SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196,
and SEQ ID NOs 199-314 for use as an in vitro diagnostic. In another embodimant, the
present invention provides en aptamer with a nncleic acid sequence selectod from the group
conzisting of SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs
103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs
164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NO= 181-196, and SEQ ID NOs 199-314 for uso as
an in vivo disgnostic. In yet snother smbodiment, the present invention provides an aptamer
with a mucleic acid sequence selectnd from the gronp consisting of SEQ ID NOs 13-66, SEQ
13
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ID NOs 71-88, SBQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SBQ ID NOs 124-134, SEQ ID
NOs 135-159, SBQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID
NOs 181-196, and SEQ ID NO» 199-314 for uso in the treatment, provention or melicration
of disease in vivo.

BRIEF DESCRIFTION OF THE DRAWINGS
[0045] Figure 1 is a schematic reprosentation of the Interisukin-12 family of cytokines.
f0046] Figure 2 is a schematic representation of the in vitro aptamer selection
(SELEX™) procoess from pools of random sequence oligommcleotides.
[0047) Figure 3 is a schamatic of the in wire selection schemo for selecting sptamers
specific to IL-23 by including IL-12 in the negative selection step thereby elimrinating
sequences that recognive p40, the cammon sobanit in both IL-12 and I1.-23.
[0048])  Figure 4 is an illustration of a 40 kDa branched PEG.

[0049]  Figure 5 is an illustration of a 40 kDa branched PEG attached to the 5°end of an
aptamer.

[0050]  Figare 6 is an illnstration depicting various PEGylation strategies represanting
[0051]  Figure 7 is a graph showing binding of rfRmY and 1GmH pools to 11.-23 after
various rounds of selection. '
[0052] Figure 8A is a ropresentative schematic of the sequence and predicted secondary
structure configuration of & Type 1 IL-23 eptamers; Figure 8B is a represantstive schematic
of the sequences and predicted secondary structors confignration of several Type 2 IL-23
sptamars.

[0053] Figure 9A is a schematic of the mintmized aptamer sequonces and predicted
secondary stracture configamtions for Type 1 IL-23 aptamers; Fignre 9B is a schematic of
2 IL-23 mptamers.

{0054] Figure 10 depicts the predicted G-Quartet structure for dRmY minimer ARC979

(SEQIDNO 177).
14



WO 2005086835 PCT/US2005/007666

[0055]  Figuro 11 is a graph showing an increase of NMM flnorescence in ARC979 (SBQ
ID NO 177), confirming that ARC979 adopts a G-quartet structure,

[0056]  Figure 12 is s gmph of the ARC979 (SEQ ID NO 177) competition binding curve
analyzed based on total [sptamer] bound using 50 nM 1123,

[0057)  Pigure 13 is & geaph of the ARC979 (SEQ ID NO 177) competition binding corve
analyzad based on {gptemer] bound using 250 nM IL-12.

[0058] Figoro 14 is a graph of the diroot binding carves for ARC979 (SEQ ID NO 177)
under two different binding reaction conditions (1X PBS (without Ca** ar Mg™) or 1X
Dulbeccos PBS (with Cs** and Mg*).

[0059]  Pigure 15 is u graph of the diroct binding curves for ARC979 (SEQ ID NO 177)
increased proportion binding to I1-23.

[0060]  Fignre 16 is a graph of the competition binding curves for ARC979 (SEQ ID NO
compete for IL-23 at & higher affinity that ARC979.

[0061] Figuro 17 is a graph of the direct binding curves for the ARC979 optimized
derivatives ARC1624 (SEQ ID NO 310) and ARC1625 (SEQ ID NO 311), compared to the
parent ARC979 (SEQ ID NO 177) sptemex (ARCS95 is a nogative cantrol).

[0062] Figure 1B is a graph depicting the plasma stability of ARC979 (SEQ ID NO 177)
compared to optimized ARC979 dexivutive constructs.

[0063] Figure 19 is a schematic representrtion of the TranaAM ™ assay usod to measure
STAT3 activity in lysstes of FHA blast cells exposed 1o aptamers of the invention.

[0064]  Figmye 20 is a flow diagram of the protocol nsed for the detection of IL-23
induced STAT3 phosphorylation in PHA blasts exposed to sptamers of the invention.

[0065]  Figme 21 is a representative graph showing the inhibitory effect of parental I1-23
aptamers of tREY composition compared to their respective optimized clonss on IL-23
induced STAT3 phosphorylation in PHA Blasts using the TransAM™ Assay.

[0066] Figuro 22 is a graph of the percent inhibition of IL-23 indoced STAT3
phoiphmyhﬂonbynrﬁapmmodemempndﬁminﬂleWm(ARC?%

(SEQ ID NO 163) is a non-binding aptumer).
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j0067)  Figoro 23 is & graph of the paroent inhibition of IL.-23 indaced STAT3
phosphorylation by parental IL-23 ptemers of dRmY composition (ARC621 (SEQ IDNO
108), ARC627 (SEQ ID NO 110)) compared to heir reapoctive optintized cloncs (ARCI79
(SEQ ID NO 177), ARC9%0 (SBQ ID NO 178), ARC982 (SEQ ID NO 180)) in the
TrensAM™ assay.

[0068]  Figure 24 is & parcent inhibition graph of IL-23 induced STAT 3 phospharylation
by ARC979 (SBQ ID NO 177) mud two optimized derivative clones of ARC979 (ARC1624
(SBQID NO 310) and ARC1625 (SBQ ID NO311)) in the Pathscan® assxy.

[0069]  Piguore 25 is a gruph comparing human and mouse IL-23 induced STAT3
activation in hnman PHA Blasts, measared by the TransAM ™ assxy.

[0070]  ‘The doiails of one or more embodiments of the invention are sct forth in the
to thoss described harein can bo used in the practice or testing of the present invention, the
preforred methods and materials are now doscribed. Other fostares, objects, and advantages
of fhe invention will be apparent from the description. In the specification, the singular forms
also include the plural wless the context clearty dictates otherwise. Unless defined
otherwiso, all techmical and scientific texma nsed herein have the same mesning as commonly
understood by one of ordinery skill in th art to which this invention beloogs. Jn the case of
conflict, the prescnt Specification will control.

THE SELEX™ METHOD
[0071] A suitable method for generating an aptamer is with the process entitled
“Systematic Bvolution of Ligands by Exponential Enrichment” (“SELEX™") generally
depicted in Figure 2. The SELEX™ process is a method for the in vitro evolution of mucleic
acid molecules with highly specific binding to targst molocules and is described in, e.g., U.S.
patent application Sex. No. 07/536,428, filed Jun. 11, 1990, now abandoned, U.S. Pat. No.
5,475,096 cutitled “Nuclelc Acid Ligands”, and U.S. Pat. No. 5,270,163 (sco slso WO
91/19813) entitled “Nuclaic Acid Ligands™. Bach SELEX" -identified muocleic acid ligand,
i.e., each sptamer, is » specific ligand of 4 given target compound or molecule. The SELEX
process is based on the uniquo ingight that oucleic acids have sufficient capacity for forming
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a variety of two- and three-dimensgional structures and sufficient chemical versatility
available within their monomers to act as Ligands (i.e., form specific binding peirs) with
virtnally any chemical compound, whether monomeric ar palymeric. Moloculos of any stze
or composition can seIve as targets.

[0072] SELEX" rolics as a starting point upon a large library or pool of single stranded
oligomclootides comprizing randomized sequences. The oligonncleotides can be modified or
mmmodified DNA, RNA, or DNA/RNA hybrids. In some examples, the pool comprises
100% mndom or partially rrmdom oligommclootides. In other cxamples, the pool comprises
random or partislly mandom oligonncleotides containing at least one fixed soquence and/or
conserved sequence inoorporsted within andomized sequence. In other examplos, the pool
comprises ndom or partially random oliganmucleotides containing at loast one fixed
sequence and/or conserved sequence st its 5° and/or 3* end which may comprise a sequence
shared by all the molecules of the oligonuclootide pool. Fixed sequences aro sequenccs
commaon to oligooucleotides in the pool which are incorporated for a preselectsd purpose
soch s, CpG motifs described further below, hybridization sites for PCR prirars, promoter
soquences for RNA polymerases (e.g., T3, T4, T7, and SP6), restriction sites, or
homopolymerio soquences, such as poly A. or poly T tracts, catalytic coros, xites for selective
binding to affinity columns, and other scquences to facilitato cloning and/or sequencing of an
oligonncleotide of interest. Conserved sequences aro scquences, other than the previously
described fixed soquences, shared by s oumber of aptamers that bind to the same target.

[0073]  ‘The oligonucleotides of the pool prefersbly includs » randomized sequence
portion as well as fixed sequences nocessary for efficient ampiification. Typically the
oligonucloatides of the starting pool contain fixed 5* and 3’ terminal sequences which flank
an internal region of 3050 random mucleotides. The rendomized nucleotides can be
produced in a number of wayy inclnding chemical synthosis and size selection from randomly
cleaved celtular nucleic acids. Sequence variation in tost micleic acids can also be introdnced
ar increased by mutagenssis beforo or dixing the scloction/amplification itemtions.

[0074] The random sequence portion of the oligonucleotide can be of mry length and can
comprise ribonncleotides and/or decxyribomcleotides and can include modified or non-
natural muclootides or nucleotido analogs. See, e.g., U.S. Patent No. 5,958,691; U.S. Patent
No. 5,660,985; U.S. Patent No. 5,958,691; U S, Patent No. 5,698,687; U.S. Patent No.
5,817,635; U.S. Patent No. 5,672,695, and PCT Publication WO 92/07065. Random
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oligonucleotides can be synthesired from phosphodiestar-linked nucleotides naing solid
phase oligomicleotide synthegis teckmiques well known in fhe art. See, e.g., Frochler e al,
Nocl. Acid Res. 14:5399-5467 (1986) and Froehler et al, Tet. Lett. 27:5575-5578 (1986).
Random oligonuclectides can also bo synthesized using solution phase methods such as
trienter synthegis motbods. Ses, e.g., Sood ef al, Nucl, Acid Res. 4:2557 (1977) end Hiroso
et al, Tet. Lett, 28:2449 (1978). Typical syntheses carried ont on sutomated DNA synthesis
equipment yield 10'*-10' individua! molocules, » nuruber sufficient for most SELEX™
experimonts. Sufficiently large rogions of madom sequence in the sequence design incroases
the Hkelihood that each synfhesized moloculs is likely to represent a unique sequence.

[0075}]  The starting libmary of oligommoleotides muy be genarated by automated chamical
synthesis on e DNA synthesizer. To synthesize madomized sequences, mixtures of all four
for random incorporation of nuolcotides. As stated above, in one embodiment, random
oligomicleotides comprise entirely random soquences; however, in other embodiments,
random oligomucleotides can comprise stretches of nonrandom or partially random
sequences. Partially random sequences can be created by adding the four nucleotides in
differeat molar ratios at cach addition step.

[0076] The sturting libmry of oligomicleotides may be either RNA or DNA. In those .
instances where an RNA library is to be used as the starting libraxy it is typically genemted
by transcribing a DNA library in vitro using T7 RNA polymemasa or modified T7 RNA
polymerasos and purified. The RNA ar DNA library is then mixed with the target under
conditions favorable for binding and subjectad to step-wise iterations of binding, partitioning
critarion of binding affinity and selectivity. More specifically, starting with a mixture
confaining the starting pool of nncleic acids, tho SELEX™ method includes steps oft (a)
contacting the mixtore with the target under conditions favorable for binding; (b) partitioning
umbonnd mucleic acids from those mcleic acids which have bound specifically to target
molecules; (c) dissocisting the mucleic acid-target complexes; (d) amplifying the mooleic
acids dissocisted from the muoleic acid-target complexes to yield a ligand-enrichad mixture of
mucleic acids; and (¢) reitorating the steps of binding, partitioning, dissociating and
amplifying through as many cycles es desired to yield highly specific, high affinity moleic
acid ligands to the target moleculs. In those instances where RNA aptamers are boing
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selooted, the SELEX" method further comprises the steps of (f) rovarse transaribing the
mucleic acids dissociated from the micleic acid-target complexes bafare amplification in step
(d); and (i) transcribing the smplificd nncleic acids from step (d) before restarting the
Process.
[00771 Within e micleic acid mixhire conteining a large nmmber of possible sequences
and struotares, there is & wide range of binding affinitics for a given target. A nooledc acid
miixtare comprizing, for cxample, a 20 meleotids randamized sogment can have 42 candidstn
possibilities. Thoss which have the higher affinity constants for the target are most likcly to
bind to the target. After partitioning, dissociation and amplification, a seoond mcleic acid
mixture is genecatod, enriched for the higher binding affinity candidetes. Additiona] rounds
of selection progressively favor the best ligands until the resulting nucleic acid mixture is
predominantly composed of anly ons or a few sequences. Thess can them be cloned,
soquenced and individually tosted for binding affinity as pure ligands or eptamers.
[0078]  Cyvlos of selection and amplification are repested until a desired goal is achioved.
In the most general case, selection/smplification is contimed until no significant
improvement in binding strength is achisved on repetition of the oycle. The method is
typically used to sample approximately 10" different nucleic acid species but may be used to
smple as many as sbout 10" diffarent moleic acid specios. Genomlly, mucleio acid sptsmer
molecules are selected in a 5 to 20 cyols procedure. In one embodiment, heterogeneity is
introduced caly in the initial selection stages and does not ocour throughout the replicating
process.
[0079] In one embodiment of SELEX", the selection process is so efficient st isolating
those mucleic acid Hgands that bind most strongly to the selected target, that only one cycle of
solection and amplification is required. Such mn efficient selection may occur, for example,
in a chromatographio-type process wherein the ability of moleic acids to associate with
targets bound on & colurn operates in such a manner that the columm is sufficiently able to
allow seperation and isolation of the highest affinity nmoleio acid ligands.
[0080] In many casos, it is not nocessarily desirable to perform the itorative steps of
SHLEX™ until a single mcleio acid ligand is identified. The target-specific mucleic acid
Yigand solution may include a family of muecleic acid structures or motifss that have a mumber
of conserved sequences end a rmmber of sequences which can be substituted or added
without significanily affiecting the affinity of the mmclaic acid ligands to the target. By
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terminating the SELEX " process prior to complotion, it is possible to determine the soquence
of a oumber of membem of the aucleic acid ligand solution family.

[0081] A vazsty of nucleic acid primary, secondary and tartizry struciures are known to
exist. The stractures or motifs that have beca shown most commonly to be involved in non-
Watson-Crick type interactions are referred to ag hairpin loops, symmetric and asymmeotric
bulges, peeudoknots and myriad combinations of the smme. Almost all known cases of such
motifs suggest that they can be formed in a nuclaic acid sequance of no more than 30
nuclegtides. For this roason, it is often proferred that SELEX™ procedures with contignous
randomized segments be initiated with moleio acid saquences containing a randomized
sogment of between about 20 to about 50 nuclootides and in some ombodiments, about 30 to
gbout 40 nucleotides. In one example, the 5°-fixed:random:3"-fixed sequence comprises a
mndom saquence of abont 30 to about 50 mclectides.

[0082] The core SELEX  method bas been modified to achieve a mumber of specific
objectives. For example, U.S. Patent No. 5,707,796 describos the use of SELEX " in
conjunotion with gl electrophoreis to select mcleic acid molecules with specific structaral
charmcteristics, such as bent DNA. U.S. Patent No. 5,763,177 describes SELEX based
methods for selecting mucleio acid ligands containing photo reactive groups capable of
binding and/or photo-crosslinking to and/ot photo-inactivating e target molecule. U.S. Patent
No. 5,567,588 and U.S. Patent No. 5,861,254 describe SELEX"™ based methods which
achieve highly efficient partitioning botween oligonuclootices having high and low affinity
for & target moleculs. U.S. Patent No. 5,496,938 describes methods for obtaining improved
mucleic acid ligands after the SELEX" process has boen performed. U.S. Patent No.
5,705,337 desaribes mothods for covalently linking a ligand to its target.

[0083] SELEX™ canalso be used to obtain micleic acid ligands that bind to mare than
apo site on the target molecule, and to obtxin nucleic acid ligands that tclude non-mcleic
acid spesias that bind to specific sites on the target. SELEX" provides mesns for isclsting
and identifying nucleic acid ligands which bind to any eavisionablo target, including large
and small biomolecnles such as mucleic acid-binding proteins and proteins not nown to bind
mcleic acids ag part of their biological fimction as well as cofictors and other small
molecules. For example, U.S. Patent No. 5,580,737 disclosea nucleic acid sequonces
identifiad through SELEX" which are capable of binding with high affinity to caffisine and
the closaly related analog, theophylline.
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[0084) Counter-SELEX is a method for improving the specificity of mucleic acid
ligands fo a target molecule by oliminating mucleic acid ligand soquences with croes-
roactivity %o ono or more non-target molocules. Counter- SELEX " is comprised of the seps
of: (a) proparing a candidate mixture of micleic acids; (b) contacting the candidats mixture
with the taxget, wherain mucleic acids having an increased affinity to tho target relative to the
candidate mixture may be partitioned from the remainder of the candidate mixtore; (o)

(d) dissocisting the increased affinity mucleic acids from the target; () contacting the
increased affinity muoleic acids with one or more non-targst molecules such that mcleic acid
ligands with specific affinity for the non-target molecule(s) arc rexnoved; and (f) amplifying
the mucleic acids with specific affinity only to the target moleouls to yiald a mixture of
specificity for binding to the target moleculs. As desctibed above for SELEX™, cycles of
selection and amplification are repeated as necesaary until a desired goal is achieved.
[0085]  One potential problem encowmmtered in the use of mcleic acids es therspoutics and
vaocines i that oligommcleotides in their phosphodiester form may be quickly dograded in
body fluids by intracelular end extracelluler onzymos sich as andonuclonsos snd
exconcloases before the dosircd effect is manifest, Tho SELEX. method thns encompesses
the identification of high-affmity mucleic acid ligande containing modified mcleotides
conferring improved characteristics on the ligand, such as improved in vivo stability or
substitutions at the ribose and/or phoaphate and/or base positions. SELEX" ~identified
mcleic acid ligands containing modified muclectides are described, e.g., in U.S. Patent No.
5,660,985, which deacribes oligonucleotides containing moleotide derivatives chemically
modified at the 2° position of ribose, 5 position of pyrimidines, and 8 position of purines,
US. Patent No. 5,756,703 which describes oligonucleotidea containing various 2'-modified
pyrimidines, and U.S, Patent No. 5,580,737 which describes highly specific nncleic acid
ligands containing one or more nuclootides modified with 2°-amino (2°-NHa), 2-fluoro (2°-
F), and/or 2°-O-methy] (2°-OMe) substitucnts.

[0086] Modifications of the nuclsic acid ligands contemplated in this invention inclode,
bt are not limited to, those which provide other chamical groups that incorporate additionsl
chargs, polarieability, hydrophobicity, hydrogen bonding, electrostatic imeraction, and
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fluxiomality to the nucleic acid ligand bases ar to the imcleic acid ligand as a whole,
Modifications to genomato oligormcleotide populations which are resistant to nucleases can
also include one or more substitute intaroucleotide linkages, alterad sugers, altered bases, or
cambinations thereof. Such modifications include, but are not limited to, 2’-position sugar
modifications at exocyclic antines, substiturtion of 4-thiouridine, substitation of 5-bwomo or 5-
iodo-uracil; backbone modifications, phoaphorothioate or alkyl phosphate modifications,
isogoanosine. Modifications cen also include 3° and 5° modifications such as capping.

[0087]  In ono embodiment, oligomicleotides are provided in which the P(O)O group is
replaced by P(0)S (“thicate™), P(S)S (“dithioate’), P(O)NR; (“amidate™), P(O)R, P(O)OR",
CO or CH; (“formacetal) or 3°-amine (-NH-CH;-CHa-), wherein each R or R* is
independently H ar substitutod or unsubstitated alkyl. Linkags groups can be atiached to
adjacent nucleotides through an -O-, -N-, or -S- linkage. Not all linkages in the
oligonucleatide aro required to be iderdical. As used hercin, the term phosphorothicate
encompasses ono or more non-bridging oxygen atoms in a phosphodieater bond replaced by
one or mare sulfur atom,
10088] In further embodiments, the oligonucleotides comprise modified suger groups, for
example, one or more of the hydroxyl groups is replaced with halogen, aliphatic groups, or
functionalized as ethers or gmines. In one embodiment, the 2*-position of the fiampose
residue is substituted by any of an O-methyl, O-alkyl, O-allyl, S-alkyl, S-allyl, or halo group.
Methods of synthesis of 2'-modified sugars are described, e.g., in Sproat, et gl, Nucl. Acid
Res. 19:733-738 (1991); Cotten, ef al, NucL Acid Res. 19:2629-2635 (1991); and Hobbs, e
al., Biochemistry 12:5138-5145 (1973). Other modifications are known to one of ondinary
skill in the art. Such modifications may be pre-SELEX process modifications or poat-
SELEX™ process modifications (modification of previcusly identified unmodified Hgands) or
msy bo mede by incorporation iuto the SELEX™ process.
[0089] Pre- SELEX" process modifications or those made by incorporation into the
SELEX™ process yield mcleio acid Hgands with both specificity for their SELEX target
and improved stability, &.8., in vivo stability, Post-SELEX" process modifications made to
mucleic acid ligands may result in improved stability, «.g., i1 vivo stability without adversely
affocting the binding capacity of the mcleic acid ligand,
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[0090] Tho SELEX  method encompasees combining selectad cligomcleotides with
other selected oligonncleotides and non-oligommcleotide functional units as described in U.S,
Patent No, 5,637,459 and U.S. Patent No. 5,683,867. Tho SELEX" method farther
encompasges combining selected nuclaic aoid ligands with lipophilic or non-immumopenic
high molecular weight compounds in a diagnostic or therapeutio complax, as described, e.g.,
in U.S. Patent No. 6,011,020, U.S. Patent No. 6,051,698, and PCT Publioation No. WO
98/18480, Thoso patents and applications teach the combination of a broad sxray of shapes
and other propertics, with the efficient amplification and replication propexties of
oligomuclootidss, and with the desirable properties of other molecules.
[0091)  Tho identification of mucleic acid ligands to small, flexible peptidss via the
SELEX™ mothod has also been explored. Small peptides have flexible structures and usvelly
exint in solution in an equilibrium of multipls conformerns, and thus it was initially thooght
that binding affinities may be Hmited by the conformational entropy lost upon binding &
flexible peptide. However, the feasibility of identifying nucleic acid ligands to small peptides
. insolution was demomstrated in U.S. Patent No. 5,648,214, In this patent, high affinity RNA
- nuecleic acid ligands to substance P, an 11 amino acid peptide, were identified. '
[0092]  The aptamers with specificity and binding affinity to the target(s) of the present
invention are typically selected by the SELEX" process as described harein. As part of the
SELEX" procoss, the sequonces selected to bind to the target sre then optionally minimired
1o determine the minims] sequence having the desired binding affinity. The selected
sequences and/ar the minimized soquences are optionally optimized by performing random or
directed mutagonesis of the sequoncoe to increase binding affinity or altematively to determine
which positions in the sequance are ossential for binding activity, Additionally, selections
can be performed with sequencos incorporating modified npcleotides to stabilize the aptamer
molecules ageinst dogradation in vivo.

2" MODIFIED SELEX™

[0093]  In order for an aptamer to be suitablo for use as & thampeutic, it is profesbly
inexpensive to synthesizs, safe and siable iz vivo, Wild-typo RNA and DNA apixmers are
typically not stable in vivo because of their susceptibility to degradation by mucloases.
Rosistance to nuclease dogradation can be grestly increassd by the incorporation of
modifying groups at the 2'-position.
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[005%4]  Fluoro and amino groups have been succesafully incorporsied into
oligomcleotide pools from which aptamers have been subsaquently selected. Howover, thess
modifications greafly increase the cost of synthesis of the resultant aptamer, and may
introduce sfity concerns in some cages becanse of fhe posaibility that the modified
mmoleotides could bo recycled into host DNA by degradation of the modified oligommcleotides
and subsequent use of the nuclectides as substratos for DNA synthesis.
[0095] Aptamers that contain 2°-O-methyl (*2°-OMs™) micleotides, as provided herein,
overcame many of those drawbacks. Oligonucieotides containing 2°-OMe muclootides are
nuclease-resistant and inexpensive to synthesize. Although 2'-OMe nucleotides are
ublquitous in biological systems, natural polymerases do not accept 2°-OMe NTPs as
substrates under physiological conditions, thus there are no safety concems over the recycling
of 2'-OMe nncleotides into host DNA. The SELEX™ method used to generate 2°-modified
aptamers is described, e.g., in U.8. Provisional Patent Application Seria] No. 60/430,761,
filad December 3, 2002, U.S. Provizional Petext Application Serial No. 60/487,474, filed Jaly
. 15, 2003, U.8. Provisional Patent Application Serial No. 60/517,039, filed November 4,
2003, U.S. Patont Application No. 10/729,581, filed December 3, 2003, and U.S. Patent
Application No. 10/873,856, filed June 21, 2004, entitied “Method for in witro Seolection of
2'-O-methyl Substituted Nucleic Acids™, each of which is herein incorporated by reference in
ita entirety,
[0096)  Tho present invemtion includes aptamers that bind to and modulate the fimetion of
I1-23 and/or 11.-12 which contain modified mcleotides {(e.g., mecleotides which have a
modification at the 2* position) to make the oligomuclectide more stable than the unmodified
oligonncleotide to enzymatic end chemical degradation as well as thermal and physical
degradation. Although there are severs! eamples of 2°-OMe containing aptamars in the
literatare (see, e.g., Green et al, Current Biology 2, 683-695, 1995) these were generated by
the i vitro solection of libraries of modified transcripts in which the C and U residucs were
2'-flucro (2°-F) substitnted and the A and G residues were 2'-OH. Once fimotional
sequences were identified then each A and G residue was tested for tolerance to 2°-OMo
substitntion, and the aptemer was re-synthesized having all A and G residucs which tolarated
2*-OMe substitution as 2’-OMb residues. Moat of the A end G residues of aptamers
generated in this two-step fashion tolerate substimtion with 2°-OMe residues, althongh, on
averagp, approximately 20% do not. Consequently, eptamers generated using this method
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tend to contain from two to four 2°-OH regidues, and stability and cost of synthosis aro
compromised as 8 result. By incarporating modified mclootides into the transcription
reaction which generaie stabilized olignemlsotices used in oligomoleotide pools from which
" aptamers aro salected and enviched by SELEX. (and/or any of its variations and
improvemnents, inchiding those described herain), the methods of the present invention
eliminate the neod for stabilizing the selected sptamer oligommoleotides (e.g., by
resynthesizing the eptemer oligomcleotides with modified mucleotides).

[00597] In ane embodiment, the present mvention provides aptamers comprising
combinstions of 2°-OH, 2'-F, 2-decxy, and 2'-OMe modifications of the ATP, GTP, CTP,
TTP, and UTP mucleotides, In another embodiment, the presant invention provides sptamers
comprising combinations of 2°-OH, 2'-F, 2'-decxy, 2'-OMa, 2"-NH;, and 2'-msthoxyethyl
modifications of the ATP, GTP, CTP, TTP, end UTP mcleotides. In another embodiment,
the praseat invention providas sptamers comprising 5 combinations of 2’-OH, 2'-F, 2'-
deaxy, 2°-OMa, 2°-NH,, and 2'-methoxyethyl modifications of the ATP, GTP, CTP, TTP,
and UTP oucleotides.

[0098] 2’ modified aptamers of the invention are created using modified polymerases,
e.g., a modified T7 polymerase, having a rate of incorparation of modified mcleotides heving
bulky substituents at tho farsnose 2° position thet is higher than that of wild-typo
polymemses. For example, a singlo mutant T7 polymerase (Y639F) in which the tyrosine
regidoe at position 639 has been changed to pbenylalanine readily utilizes 2°deoxy, 2°amino-,
anx 2’ fluoro- muoleotide triphosphatos (NTPs) as substrates and has beem widely used to
synthesize modified RNAs for a variety of applications. However, this nmiant T7
polymerase reportedly can not readily utilize (Le., incorporats) NTPs with bulky 2°-
substituants such as 2'-OMp or 2°-azido (2°-Ny) substitnents. For incorporation of bulky 2°
substituents, & double T7 polymemse mutant (Y639F/H784A) having the histidine at poaition
784 changed to an alanino residue in addition i the Y639F mmiwtion has been described and
has been used in limited chrcumstances to incorporete modified pyrimidine NTPs. See
Padilfla, R. and Sousa, R., Nooleic Acids Res., 2002, 30(24): 138. A single mutant T7
polymerase (H784A) having the histidine at position 784 changed to 2n alanine residoe has
also been described. Padilla et al., Nucleic Acids Research, 2002, 30: 138. In both the
YG639%/H784A double mutant and H784A eingle muiant T7 polymerases, tho change to &
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mnaller amino scid residos ench as elznine allows for the incorporation of bulkier nuoleotide
subetrates, e.8., 2’-OMo substituted mclootides.

[0099]  Genorally, it has been fiumd that ander the conditions disclosed herein, the Y693F
gingle mutant can be used for the incorporation of all 2°-OMe substitutod NTPs except GTP
and the Y639F/H784A double nnstant can be used for the incorporation of all 2’-OMa
subatitated NTPs inclnding GTP. It is expected that the H784A single mmtant possssses
properties similer to the Y639F and tho Y639F/H784A mutants when usod under the
[00100] 2’-modified oligommcleotides may be synthesized entirely of modified mmoleotides,
or with a subset of modifiad ruclectides. The modifications can be the seme or diffrent, All
mucleotides may be modifind, and all may contain the smme modification, All mcleotidos -
may be modified, but contain different modifications, e.g., all mcleotides containing the
same bass may have one type of modification, while nmoleotides containing other bases may
have different types of modification. All purine mucleotides may have one type of
modification (or are unmodified), while all pyrimidine mcleotides have another, diffarent
typo of modification (or are unmodifisd). In this way, trenscripts, or pools of tranacripts are
genemxted using any combination of modifications, including for example, ribormclectides
(2'-OH), decxyribonucleotides (2°-deoxy), 2°-F, and 2'-OMe mgclectides. A transcription
mixture containing 2°-OMe C and U and 2°-OH A and G is refisred to as mn “rRmY™ mixtore
and aptamers selected therefrom are refrred to as “rRmY™ aptamers. A transoription mixhuro
conteining doaxy A and G and 2*-OMe U and C is refexxed fo 89 2 “dRm Y™ mixivre and
apiamers selected therefrom are refirred to as “dRmY™ aptamers. A transcription mixtare
containing 2'-OMoe A, C, and U, and 2’-OH G is referred to a3 a “rGmH" mixture and
sptamers selected therefiom are referred to as “rGmH” apiamers. A transcription mixture
altemately containing 2°-OMe A, C, U and G and 2°-0Me A, U and C and 2°-F G is rofierred
to as an “alternating mixture™ and aptamers selected therefrom are refirred to as “niternating
mixture” aptamers. A transcription mixture containing 2°-OMas A, U, C, and G, where up to
10% of the Q"3 are ribonucleotides is refeeved to a8 & *v/mGmH” mixture and aptamers
selected therefrom are refierred to a3 “/’mGmH” aptemers. A transcription mixture
containing 2'-OMe A, U, end C, and 2°-F G is referred to as a “f3mH™ mixture and aptamers
selocied therefrom are referred to as “fGmI™ aptamers. A transcription mixture containing
2'-0Me A, U, and C, and deoxy G is referred to as a “dGmH” mixture and aptamers seleciad
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therefrom are refirred to a5 “dGmH” aptamers. A transcription mixture coniaining deaxy A,
and 2'-QMe C, G and U is referred to as s “dAmB™ mixture and aptamers selected therefrom
aro reftrred 1o as “dAmB”™ aptamers, and a transcription mixture containing all 2'-0H
molcotides is referred to a8 a “yN™ mixture and aptamars selocted thereftom are referred to as
“'N” or “rRrY” aptemers. A “mRmY™ aptamer Is one containing all 2"-O-methyl mcleotides
and is usaally derived from a mGmH oligonuoleotide by post-SKLEX " replacement, when
poasible, of any 2"-OH Gs with 2°-OMs Gs.
[00101] A prefirred embodiment inchudes any combination of 2°-OH, 2’-decy and 2°-
OMb mxclootides. A more prefirrod embodiment includes sy combination of 2°-deoxy and
2'-OMo muclootides. An oven more praferred embodiment is with any combination of 2*-
deoxy and 2°-OMe muoleotides in which the pyrimidines are 2°-OMe (sach 28 dRmY, mRmY
or dGmH).
[00102] Incorporation of modified muclootides into the aptamers of the mvaption is
accomplished befioro (pre-) the selection procees (e.g., & pro-SELEX" process modification),
Opticonally, aptamers of the invention in which modified molectides bave been incorporated
by pro-SELEX"" process modification can be fisrther modified by post-SELEX process
modification (L., 8 post-SELEX process modifioation after 8 pre-SELEX" modification).
the SELEX™ target and also improved ix vivo siability. Post-SELEX process
modifications, Le., modification (e g., trunoation, deletion, substitotion or additional
aucleotide modifications of proviously identified Ligands having mucleotides incarporated by
pro-SELEX™ process modification) can result in a farther improvement of in vivo stability
incorporuted by pre-SELEX. process modification.
[00103] To grnarste pools of 2'-modified (e.g, 2"-OMc) RNA transcripte in conditiona
under which a polymerase accepts 2°-modified NTPs the prefixred polymerase is the
Y693F/HT84A double mmutant or the Y693F singlo mutant. Other polymerases, particularty
thoso that exhibit a high tolerance for bulky 2'-substitnents, may also be used in the present
invention. Such polymerases can be screened for this capability by assaying their ability to
[00104] A number of factors have been determined to bo important for the transcription
conditions usaful in the methods disclosed herein. For axample, incresses in the yiakls of
27
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modified transcript aro observed when & loader sequence is inoorporated into the 5° end of »
fixed sequence at the 5* end of the DNA transcription template, such that at least about the
first 6 regidues of the resultant transcript are all purines.
[00105] Anofher important Sactor in obtaining trnecripts incotporating modified
nucleotides is the presence or concentration of 2’-OH GTP. Transcription can be divided into
two phases: the first phase is initiation, during which an NTP Is added to the 3'-hrydraxyl end
of GTP (or another substitmied guanosine) to yield a dimuoleotide which is then extended by
sbout 10-12 nucleotides; the second phase is elongation, during which transcription proceeds
beyond the addition of the first about 10-12 mcleotides. It has been found that syoall
amounts of 2°-OH GTP added to a transcziption mixture containing an excoss of 2°-OMe
GTP are sufficlent to enable the polymerase to initiste transcription using 2°-0OH GTP, bat
once trangcription enters the elongation phase the reduced discrimination between 2°-OMs
and 2°-OH GTP, and the excoss of 2°-OMe GTP over 2'-OH GTP allows the incorporation of
principally tho 2°-OMp GTP.
{00106] Another impartant factor In the incorparation of 2’-OMo substituted mecloctides
into tranacripts is the use of both divalent magnesiom and manganese in the transcription
mixture. Differcnt combinations of conoentrations of magncsium chloride snd manganoss
chloride havo been found to affiect yields of 2°-O-mathylated tranecripts, the optimnm
concentration of the magnesivm and manganese chloride being dependent on the
concentration in the tranacription reaction mixinre of NTPs which complex divalent metal
fons. To obtain the groatest yields of maximally 2* substituted O-methylated transoripts (l.e.,
all A, C, and U and sbout 90% of G muclootides), concentrations of approximately 5 mM
magnesium chloride and 1.5 mM manganese chlaride aro prefixred when each NTP is present
at a concentration of 0.5 mM. When the concentration of each NTP is 1.0 mM,
concentmtions of approximataly 6.5 mM megnesium chloride and 2.0 mM manganeso
chloride are preferred. When the concentration of each NTP is 2.0 mM, concentrations of
approximately 9.6 mM magnesium chloride and 2.9 mM manganess chiorids are preferred.
In any case, departures from these concantrations of up to two-fold atill give significant
amounts of modified transcripts.
[00107] Priming transcription with GMP or gnanosine is also fmportant. This effect
results from the specificity of the polymemse for the initiating nncleotide. As a result, the 5°-
terminal nucleotide of sny transcript genersted in this fashion s Himly to be 2’-OH G. The
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preferrod concentration of GMP (or gnanosine) is 0.5 M and svea more preferably 1 mM.
It has also boen finmd that including PEG, preferably PEG-8000, in the transcription reaction
is usefb] to maximize inoarporation of modified mcleotides.

[00108] For maximum incorporation of 2°-OMe ATP (100%), UTP (100%), CTP (100%)
and GTP (~50%) ("/mGmH") into transcripts the following conditions are prefiared: HEPBS
buffer 200 mM, DTT 40 mM, spermidine 2 mM, PEG-8000 10% (w/v), Triton X-100 0.01%
(wiv), MgCl 5 mM (6.5 mM whese the concentration of each 2°-OMe NTP is 1.0 mM), .
MnCl; 1.5 mM (2.0 mM where the concentration of each 2°'-OMe NTP is 1.0 mM), 2°-OMes
NTP (each) 500 pM (more preforably, 1.0 mM), 2°-OH GTP 30 pM, 2’-OH GMP 500 pM,
pH 7.5, Y635F/H784A T7 RNA Polymorase 15 unitwimL, inorganic pyrophosphatase 5
unite/ml, and an all-purine leader soquence of at least 8 nuclectides long. As used horein,
one unit of the Y639F/H784A mutant T7 RNA polymerase (or any other mutant T7 RNA
polymermse specified herein) is defined as the amount of enzyme required to incorporate 1
nmole of 2°-OMe NTPs into trenscripts under the /mGmH conditions. As used herein, one
unit of inorgeuic pyrophosphatase is defined as the smount of enzyme that will libarate 1.0
mole of inorganic crthophosphate per minute at pH 7.2 and 25 °C,

[00109] For maximum ncorporation (100%) of 2°-OMe ATP, UTP and CTP (“rGmH™)
into transcripts the following conditions are preferred: HEPES buffer 200 mM, DTT 40 mM,
spermidine 2 mM, PEG-8000 10% (w#v), Triton X-100 0.01% (w/v), MgCl 5 mM (9.6 mM
where the concentration of each 2°-OMe NTP is 2.0 mM), MnCl; 1.5 mM (2.9 mM where the
concentration of each 2°-OMe NTP is 2.0 mM), 2'-OMe NTP (each) 500 uM (more
preferably, 2.0 mM), pH 7.5, Y639F T7 RNA Polymerass 15 unite/m]., inorganic
pyrophosphatase 5 unite/mL, and an all-purine leader sequence of at least 8 mucleotides long.

[00110] For maximnm incorparetion (100%) of 2°-OMo UTP end CTP (“fRmY") into
transcripts the following conditions are prefirred: HEPES buffer 200 mM, DTT 40 mM,
spermidine 2 mM, PEG-8000 10% (w/v), Triton X-100 0.01% (w/v), MgCh 5 mM (9.6 mM
where the concentration of each 2'-OMe NTP is 2.0 mM), MnCL; 1.5 mM (2.9 mM where the
concentretion of each 2°-OMe NTP is 2.0 mM), 2'-OMe NTP (cach) 500pM (more
preferably, 2.0 mM), pH 7.5, Y639F/H784A T7 RNA Polymerase 15 unita/mL, inorganic
pyrophosphatase 5 unite/ml., and an all-purine leader sequence of at least 8 nucleotides long.

[00111] For maximum incorparation (100%) of deoxy ATP and GTP and 2°-OMs UTP

and CTP ("dRmY™) into transcripts the following conditions are preferred: HEPES buffer
29
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200 mM, DIT 40 mM, spermine 2 mM, spermidime 2 mM, PEG-8000 10% (w/v), Triton X-
100 0.01% (w/v), MgCL 5.6 mM, MnCk, 2.9 mM, 2’-OMo NTP (cach) 2.0 mM, pH 7.5,
Y639F T7 RNA Polymamse 15 units/ml, inorganic pyrophosphainse 5 units/m1, and an all-
purine leader sequenco of at loast 8 nncleotides long.

[00112] For maxizmmm incorporation (100%) of 2°-OMe ATP, UTP and CTP and 2'-F
GTP (“fGmH") into trangeripts the following conditions are prefierred: HEPES buffer 200
mM, DTT 40 mM, spesmidine 2 mM, PEG-8000 10% (w/v), Triton X-~100 0.01% (wiv),
MgCh 9.6 mM, MnCl; 2.9 mM, 2°-OMe NTP (each) 2.0 mM, pH 7.5, Y639F T7 RNA
Polymearase 15 units/mL, inorganic pyrophosphatase 5 wmits/ml., and an all-purine leader
sequence of at least 8 mmolootides long.

[00113] For maximumn incorporation (100%) of deoxy ATP end 2'-OMe UTP, GTP and
CTP (“dAmB”) into transcripts the following conditions are prefarred: HEPES buffer 200
mM, DTT 40 mM, spermidine 2 mM, FEG-3000 10% (w/v), Txiton X-100 0.01% (w/v),
MgCl; 9.6 mM, MnCh 2.9 mM, 2’-OMe NTP (each) 2.0 mM, pH 7.5, Y639F T7 RNA
Polymarase 15 unite/mL, inorganic pyrophosphatase 5 units/mL, and an all-purine Joader
soquence of st loast 8 mcleotides long.

[00114] For each of the sbove (g) tmnscription is preforably performed at a tempemtore of
from about 20 °C to about 50 °C, prefirably from about 30 °C to 45 °C, and more praferably
at about 37 *C for a period of at least two hours and (b) 50-300 oM of a double stranded
DNA transcription template in used (200 nM teraplate is used in round 1 to increase diversity
(300 nM template is used in dRmY’ transcriptions)), and for subsequent rounds approximately
50 nM, a 1/10 dilution of an optimized PCR reaction, using conditions describod herein, is
used). The prefirred DNA transcription templates are described below (where ARC254 and
ARC256 transcribe under all 2°-OMe conditions and ARC25S transcribes under fRmY

SEQ ID NO 3 (ARC256)
$-CATCOATOOATCGATCRACACCTNNNNNNNINNNDINNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTAGAACTTTCTCTCCTCTCCCTATA
GTOAGTCATATTA-F
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[00115] Under xN trnacription conditions of the present invention, the transcription
reaction mixture comprises 2"-OH adenosing triphosphates (ATP), 2"-OH guanosine
triphosphates (GTP), 2'-OH cytidine triphosphates (CTF), and 2'-OH uridine triphosphates
(UTP). The modified oligomcleotides produced using the tN tramscription mixtures of the
present invention comprise substautially ell 2"-OH adenogine, 2’-OH guanosine, 2°-OH
oytidine, and 2'-OH uridine. In a prefiered embodiment of N transoription, the resulting
modified oligommcleotides comprise a soquenco where at least 80% of all adenosine
mucleotides are 2’-OH adonosine, at least 80% of all guenosine nucleotides are 2'-OH
guanosine, at least 80% of all cytidine mclectides are 2’-0H cytidine, and at loast 80% of all
nridine nucleotides are 2°-0OH nridine. In a more praferred embodiment of 1N transcription,
the resnlting modified oligonuoleotides of the pregent invention compriso a soquence where at
least 90% of all adenosine nucleotides are 2°-OH adenosine, at loast 90% of all gnanosine
micleotides are 2'-OH guanosine, at least 90% of all cytidine micleotides are 2°-OH cytidine,
m3 at least 90% of all uridine nocleotides are 2°-OH uridine. In a most preferred
embodiment of 2N transcription, the modified oligomclectides of the present invention
comprise a sequence whero 100% of all adencsine nucleotides are 2'-OH adenosine, 100% of
all goanosine nncleotides are 2°-OH guanosine, 100% of all cytidine nucleotides arc 2°-OH
cytidine, and 100% of all uridine mucleotides are 2"-OH uridine,

[00116] Under tRmY transcription conditions of the present invention, the transcription
reaction mixture comprises 2’-OH adenosing triphosphates, 2’-OH goanosine triphosphates,
2’-O-methy] cytidine triphogsphates, and 2"-O-methy) uridine triphosphates. ‘The modified
oligomucleotides produced using the rRmY transcription mixtures of the present invention
comprise substantially all 2-OH adenosine, 2'-OH guanosine, 2°-O-methyl oytidine and 2'-
O-mothryl uridine. In a proferrod embodiment, the resulting modified cligonucleotides
comprise 8 sequence where at loast 80% of all adenosine muclsotides are 2°-OH adenosine, at
least 80% of all gusnosine micleotides are 2'-0H guanosine, at least 80% of all oytidine
mcleotides ave 2’-O-mefhyl cytidine and at least 80% of all uridine mucleotides are 2-O-
methyl uridine. In s more preferred embodiment, the resulting modified oligonucleotides
comprise a sequence where at least 90% of all adenogine muclcotides are 2'-OH adenosine, at
loast 90% of all guanosine nuclogtides are 2°-OH guanosine, at loast 90% of all cytidine
mclootides are 2'-O-methyl cytidine and st least 90% of sll uridine micleotides are 2'-0-
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methyl wridine In a most prafizred embodiment, the resulting modified oligormoleotides
comprise a soquence whare 100% of all adenosine nuclootides are 2-OH adenosine, 100% of
all gnanosing muclootides are 2-OH goenosing, 100% of all cytidine mmcleotides are 2°-0-
mefhyl cytidine and 100% of all uridine muclaotides are 2’-O-methyl wridine.

[00117] Under dRmY tmnecription conditions of the present invention, the tranacription
reaction mixture comprises 2'-deoxy adenosine triphosphates, 2'-deaxy guanosine
triphosphaios, 2°-O-methy] cytidine triphosphates, end 2°-O-mothyl uridine triphosphates.
The modified oligamcleotides produced using the dRmY tremscription conditions of the
prosent invemtion comprige substantially all 2*-decxy adenosive, 2'-deoxy guanosine, 2'-O-
methy] cytidine, and 2*-O-methyl uridine. In s preferrod embodiment, the resulting modifiad
oligormcleotides of the preset invention comprise a sequence whare at least 80% of all
adenosine mcloctides are 2°-deaxy adenosine, at least 80% of all guanosine muclootides are
2'-deoxy guanosine, at least 80% of all cytidine muclootides aro 2°-O-methyl cytidine, and at
lcast 80% of all uridine micleotides are 2'-0-methyl uridine. In a more preferred
embodiment, the resulting modified oligomucleotides of the present invention comprise a
sequence whero af least 90% of all adenosine nucleotides are 2’-deoxy adenosine, at least 90
% of all guapoains nucleotides are 2°-deoxy guanoeine, at least 90% of all cytidine
mclectides are 2"-O-methyl cytidine, and at loast 90% of all uridine mcleotides are 2°-0-
methyl uridine. In a most preferred embodiment, the resulting modified oligonncleotides of
the present invention comprise & sequence whare 100% of all adenogine mucleotides are 2°-
deoxy adenosine, 100% of al] guanosine nucleotides are 2*-deaxy guanosine, 100% of all
cytidine nucleotides are 2°-O-methyl cytidine, and 100% of all uridine noclestides are 2”-0-
methyl uridine,

[00118] Under rGmH tramacription conditions of the present invention, the transcription
reaction mixture comprises 2’-OH guanosine triphosphates, 2'-O-methy! cytidine
triphosphates, 2’-O-methy! uridine triphosphates, and 2'-O-mathyl adenosine triphosphates.
The modified oligonuoleotides produced using the rGmH transcription mixinres of the
prosent invention comprise substantially all 2'-OH gnanosine, 2'-O-mefiryl cytidine, 2"-0-
methyl uridine, and 2'-O-metiry! adenosine. In a prafirred embodiment, the resulting
modified oligonucleotides comprisc a sequence where at least 80% of all gnanosine
puclectides aro 2’-OH guanowine, at lcast 80% of all cytidine muclsotides are 2'-O-methyl
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cytidine, at least 809 of all uridine mclootides are 2".0-metyl uriding, and at Ieast 80% of
all adanosine nucleotides are 2'-0O-methy] adenosine. In a more prefierred embodiment, the
resulting modified oligomucleotides comprise a sequance whero at least 90% of all guanosine
muclootides aro 2"-OH guanosine, at loast 90% of all cytidine nuclootides are 2’-O-methyl
cytidine, at loast 90% of all uridine nucleotides are 2’-O-methyl uriding, and at least 90% of
all adenosine nucleotides are 2'-O-methyl adenosine. In a most prefirred embodiment, the
regulting modified oliganucleotides comprise a soquence where 100% of all guenosine
mncleotides are 2-OH gusnogine, 1009 of all cytidine mclectides are 2'-O-mefhyl gytidine,
100% of all uridine nocleotides am 2'-O-methyl uridine, and 100% of all adenosine
mucleotides are 2"-0-methy] adenosine.

[00119] Under /mGmH transcription conditions of the present invention, the transcription
reaction mixture comprises 2"-O-methy] adenosine triphosphate, 2”-O-mefityl oytidine
triphosphats, 2°-O-methy] guanosine triphosphate, 2'-O-methyl uridine triphosphate end 2°-
OH guamosine triphosphate. Tha resulting modified oliganuclectides produced using the
1/mGmH transcription mixtures of the present invention compriss substantially all 2°-0-
"methyl adenosins, 2’-O-methyl cytidine, 2’-O-metiy! gnanoxine, and 2"-O-metiyl uridine,
wherein the population of guanogsine pucleotides has 8 mmximum of about 10% 2°-OH
goanosing, In a preferred embodiment, fiw resulting ¥mGmH modified oligonucleotides of
the present invention comprise a scquence where at ioast 80% of all adanosine mcleotides are
2'-O-methyl adsnosine, at least 809 of all cytidine nncleotides are 2'-O-mefliyl cytidine, at
Jeast 80% of all guanogine nucleotidos are 2°-O-methyl gusnosine, st least 30% of all uridine
nuclootides are 2-O-methyl uridine, and no more than about 10% of all guanosine
mocleotides are 2'-OH gusnosine. In a mors prefiered embodiment, the resulting modified
oligonclootides comprise a sequence where at Jeast 90% of all adenosine muoclectides are 2'-
O-methyl adenosine, at least 90% of all cytidine oucleotides are 2"-O-methyl cytidine, at loast
90% of all guanosine nuclcotides arc 2’-O-methryl gnanosine, at least 90% of ell uridine
mcleotides are 2’-O-meftiy] uridine, and no more than about 10% of all gnanosine
nucleotides are 2°-OH guanogine. In & most preferred embodiment, the resulting modified
oligonucleotides comprise a sequence whero 100% of all adenosine nusleotides are 2'-0-
methyl adenosine, 100% of all cytidine nncleotides are 2’-O-methyl cytidine, 90% of all
guanosine micleotides are 2°-O-mothyl gusnosine, and 100% of all uridine micleotides am 2'-

33



o e B

O-moetityl uridine, snd no more than about 10% of all guanosine nucleotides are 2°-OH
guanosine.
{00120) Under fGmB transcription conditions of the present invention, the transoription
reaction mixture comprises 2°-O-mefhy] sdenosins triphosphates, 2'-O-metiyyl uridine
triphosphatos, 2'-O-methy] cytidine triphosphates, and 2'-F guanosin triphosphates. The
modified oligomucleotides produced using the f{GmH transoription conditions of the present
invention comprise substantially all 2°-O-mefhy] adenogine, 2'-O-methy] uridins, 2°-0-
methyl aytidine, and 2'-F guanosine. In a prefirred embodimant, the resulting modified
oligonucleotides comprise & sequence where at leagt 30% of all adenosine nucleotides are 2°-
O-methyl adenosine, at loast 80% of all nridine muclsotides are 2'-O-methyl uridine, at Jeast
80% of all cytidine muclcotides are 2"-O-methiyl cytidine, and at Jeast 80% of all gusnoaine
macleotidos are 2'-F gosnosine. In a more preferred embodimeant, the resulting modified
oligonuclootides comprise & sequence where at least 90% of a1l adenoxine miclectides are 2'-
O-methy] adenosine, at least 50% of all uridine mclectides are 2’-O-methy] uridine, at least
90% of all cytidine mcleotides are 2°-O-mefhy] cytidine, and at loast 90% of all gnanosine
uclootides are 2’-F goanosine. In 2 most preficred ambodiment, the resulting modified
oligomucleotidos comprisc & sequance where 10036 of all adenosine nucleotides are 2°-0-
methyl adenosine, 100% of all wridine mucleotides are 2'-O-methyl uridins, 100% of all
cytidine rmuclootidos ere 2-O-methyl cytidine, and 100% of all gnanosine mucleotides ere 2°-F
EuAnOame.
[00121] Under dAmB transcription conditions of the present invention, the trnscription
reaction mixtore comprises 2’-deoxy adenosine triphosphates, 2'-0-methyl cytidine
triphosphates, 2'-O-methyl guanosine triphosphates, and 2°-0O-methy] uridine triphosphates.
The modified oligomcleotides produced using the AmB transcription mixtures of the
present invention compriss substantially all 2’-deoxy adenosine, 2'-O-methy] cytidine, 2'-0-
methy! guanosins, and 2'-O-inethyl uridine. In e prefemred embodiment, the resulting
modified oligonncleatides comprise a sequence where at least 80% of all adenoaine
mucleotides are 2°-decxy adenosine, at least 80% of all cytidine mucleotides are 2’-O-methy]
cytidine, at least 80% of all guanosine nucleotides are 2'-O-msfiy] guanosine, and at least
80% of all uridine nucleotides are 2°-O-methyl uridine. In a more preferred embodiment, the
resulting modified oligonucloctides comprise a scqnence where at least 90% of all adenosine
34
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mcleotides are 2"-dcoxy adenosine, at least 90% of all cytidine mcleotides are 2'-O-methyl
cytidine, at loast 9096 of all gnanosine nncleotides are 2'-O-mefhyl guanceine, and at least
90% of all uridine nuolectides are 2'-O-mothy] uridine. In a most preferred embodiment, the
resulting modifisd oligonncleotides of the present invention comprise a sequance whers
100% of all adenosine nuoleotides are 2’-dooxy adenosine, 100% of all oytidine mucleotides
are 2'-O-methy] cytidine, 100% of all guanogine mcleotides are 2'-0-metlryl guanosing, and
100% of all wridine nncleotides aro 2'-O-methy] nridine.

[00122] In each case, the transoription prodocts can then be used as the library in the
SELEX™ process to identify aptamers and/or to determine a consarved motif of sequonces
-that have binding specificity to a given targst. The resulting sequences are already paztially
.stabilized, eliminsting this step from the prooess to mirive st an optimized aptamer soquence
and giving a more highly stabilized aptamer as a regult. Another advantege of the 2°-OMs

. ‘SELEX"" process is that the resulting scquances arc Likaly to have fowar 2'-OB micleotides
. required in the soquence, posaibly none. To the extent 2°OH mucleotides remain they can be
removed by performing post-SELEX" modifications.

[00123] As doscribed below, lower but still useful yields of transcripts fully incorpomting
2' substituted nucleotides can be obtained under conditions other than the optimized
conditions described above. For example, variations to the above trnscription conditions
inclnde:

[00124] The HEFES buffer concentration can range from 0 to 1 M. The present invention
also contemplates the use of other buffering agemts having & pKa between 5 and 10 incloding,
for example, Tris-hydroxymethyl-eminomethane.

[00125] The DTT concentration can range from 0 to 400 mM. The methods of the present
bavention also provide for the use of other reducing agents including, for example,
mercapioethanol

[00126] The spermidine and/or sperming concentration cen range from 0 to 20 mM.
[00127] Tho FPEG-8000 cancentration can range from 0 to 50 % (w/v). The methods of the

prosent invention also provide for the use of other hydrophilic polymer including, for
exampls, other molecular weight PEG or other polyalkylens glycols.

a5
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[00128] The Triton X-100 concentration can range fram 0 to 0.1% (w/v). The methods of
" example, ofber dotergents, including other Triton-X detergents.

[00129] Theo MgChk conceniration can ange from 0.5 mM to 50 mM. The MnCl,
conoentration can rengs from 0.15 mM to 15 mM. Both MgCl, and MnCl; must be present
within the ranges described and in a preferred embodiment are present in ebout a 10 to about
3 mtio of MgCly:MnCl,, prefembly, the mitio is about 3-5:1, more preferably, the rtio is
about 3-4:1.

[00130] The 2°-OMe NTP concentration (each NTF) can rangs from 5 pM to 5 mM.
[00131] The 2"-OH GTP concentration can renge from 0 UM to 300 uM.

[00132] The 2'-OH GMP concentration can range from 0 to 5 mM.

[00133] The pH can rang from pH 6 to pH 9. The methods of the present invention can
1o practiced within the pH rngs of activity of most polymerases fhat incorparate modified
mcleotides. In sddition, the methods of the prosent iuvention provide for the optional use of
chelating agents in the transcription reaction condition including, for example, EDTA,
EGTA, and DTT.

[00134] Tho present invention provides aptamers that bind to human IL-23 and/or IL-12
and in some embodiments, inhibit binding to their receptor and/or otharwize modulate their
fonction. Human IL-23 snd I1.-12 are both heterodimers that have one subunit in common
and one unique. The subunit in common is the p40 subunit which contains the following
amino acid sequenco (Accession # AF180563) (SEQ ID NO 4):
MCHQQLVISWFSLVFLASPLVAIWBELKKDVYVVHLDWYPDAPGE

MVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEYLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYTCHEGGEVLSHSL
L

LLHKKEDGIWSTDILEDQEKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSS
R

GSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAARESI PIEVMVDAVH
KL

KYENYTSSFFIRDIKPDPPENLQLEKPLXNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQ
36
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VQGKSKREEEDRVFIDKTSATVICRENASISYRAQDRYYSSSWSEWASVECS.

[0001] The p19 subunit {s unique to IL-23 and contains the following amino acid sequence
(Aoccession # BC067511) (SEQ ID NO 5):
MLGSRAVMLLLLLFWTAQGRAVPGGSSPAWTQCQQLSQKLCTLA

WSAHPLVGHMDLREEGDEETTNDVPHIQCGDGCDPQGLRDNSQFCLQRIHQGLIFYR
K

LLGSDIFTGEPSLLFDSPVGQLEASLLGLSQLLQPEGHHWETQQIPSLSPSQPWQRLL
LRFEILRSLQAFVAVAARVFAHGAATLSP.

[00135] Ths p35 sobunit is unigque to IL-12 and contains the following amino acid
sequence (Accession # AF180562) (SEQ ID NO 6):
MWFPGSASQPPPSPAAATGLHPAARPVSLQCRLSMCPARSLLLY

ATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQEARQTLEFYPCTSE
B

IDHEDITKDKTSTVEACLPLELTEKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSS

IYEDLKMYQVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSS
LB

EPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNAS.

[00136] The present invention also provides aptemers that bind to mouse I1-23 and/or IL-
12 and in some embodiments, inhibit binding to their receptor and/or otherwise modulate
their function. Like lnmean, mouse I1.-23 and I1.-12 are both heterodimers that share the
mousge p40 sobunit, while the mouse p19 subunit is specific to monse J1.-23 and the mouse
P35 subunit is unique to mouse I1.-12. The mouse p40 subumit contains the following amino
acid soquence (Accession # P43432) (SBEQ ID NO 315):
MCPQKLTISWFAIVLLVSPLMAMWELEEDVYVVEVDWTPDAPGETVNLTCDTPEED

DITWTSDQRHGVIGSGKTLIITVEKEFLDAGQYTCHKGGETLSHSHLLLHKKENGIWS
TEILXNFENKTFLKCEAPNYSGRFTCSWLVQRNMDLKFNIKSSSSSFDSRAVICGMA

SLSAEKVTLDQRDYEKYSVSCQEDVTCPTAEETLPIELALEARQONKYBNYSTSFFIR
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DIKPDPPENLQMEPLENSQVEVSWEYPDSWSTPHSYFSLEFFVRIQRKXEKMKETE
BGCNQKGAFLVEKTSTEVQCKGANVCVQAQDRYYNSSCSKWACVPCRVRS
[00137] The mouse pl9 subunit containa the following emino acid sequence (Accession #
NP112542 ) (SBQ ID NO 316):
MLDCRAVIMLWLLPFPWVTQGLAVFRSSSPDWAQCQQLSRNLCMLAWNAHAP
AGHMNLLREEEDEETKNNVYFRIQCEDGCDPQGLKDNSQFCLQRIRQGLAF
YEHLLDSDIF KGEPALLPDSFMEQLHTSLLGLSQLLOFEDHPRETQQMPS
LSSSQQWQRPLLRSKILRSLQAFLAIAARVFAHGAATLTE PLVPTA,

[00138] 'Tho mouse p35 submnit contains the following amino acid sequance (Accession #
P43431 ) (SEQ ID NO 317):

MCQSRYLLFLATLALLNHLSLARVIFVSGPARCLSQSRNLLKTTDDMVKTAREKLEKH

YSCTAEDIDHEDITRDQTSTLXTCLPLELHRKNESCLATRETSSTTRGSCLPPQKTSLM
MTLCL

GSIYEDLEMYQTEFQAINAALQNHENHQQILDKGMLVAIDELMQSLNANGETLRQEP
PVGEADPYRVEMELCILLHAFST RVVTINRVMG YLSSA

[00139] Soveral SELEX" stratogies can be employed to genarate aptamers with a variety
of spovificities for IL-23 and I1-12. One scheme produces apizmers specific for I1-23 over
IL~12 by inclnding IL-12 in a negative selection step. This oliminates sequences that
mogninﬂlcommmbmitpw(SBQﬂ)NOﬁ,mdubthwmupwiﬁcbm
23, or the p19 subunit (SEQ ID NO 5) as shown in Figare 3. One schame producas aptamers
specific for IL-12 over I1-23 by including IL-23 in the negative selcotion stop. This
climinates sequences that recognire the commeon subunit, p40 (SEQ ID NO 4) snd selocts for
aptamers spocific for IL-12, or the p35 subunit (SEQ ID NO 6). A scpamio selection in which
I1-23 end 11-12 are alternated every other round elicits aptamers that recognize the common
subunit, p40 (SEQ ID NO 4), and therefore recognizes both proteins. Oncoe scquences with
the desired binding specificity are found, mimimiration of those sequances can be undertalken
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to systematically reduce the gize of the sequences with concomitant improvement in binding
hamoteristi .

[00140] The selected aptamers having the highest affinity and specific binding as
demonstruted by biological assays as described in the examples below are suitable
therapentios for treating conditions in which 1.-23 and/or IL-]2 is involved in pathogenesis.

[00141] Tho materials of the present invention compriso a weries of mucleic acid aptamers
of ~25-90 mucleotides in length which bind specifically to cytokines of the lman If.-12
cytokine fimily which includes IL-12, IL-23, and IL-27; p19, p35, and p40 subunit
monomers; and p40 subunit dimers; and which functionally modulate, e.g., bloek.ﬂ:nlclmty
of I1.-23 and/or IL-12 in in vivo and/cr in cell-baped assxys.

[00142] Aptamars specifically capable of binding and modulating 11.-23 and/or IL-12 are
st forth herein, These aptamens provide a low-toxicity, safl, and effective maodality of
{reating and/or prevemting antoirmmune and taflammatory related diseases or disorders. In one
cmbodiment, the eptamers of the invention are used fo troat and/or prevent inflammatory and
autoinmmune disonses, including but not lmited ta, multiple sclerosis, thoumatoid arthritis,
pooriasis vulgaris, and frritable bowel discase, including without limitation Crohn's disease,
and nlcerative colitis, each of which are known to be caused by or otherwise asgociated with
the IL-23 and/or IL-12 cytokine. In ancther embodiment, tho aptamers of the invention are
used to treat and/or prevent Type I Disbetes, which is known to be caused by ar otherwise
associated with the IL-23 and/or IL-12 cyiokine. In another embodiment, the aptamers of the
invention are used to treat and/or prevent other indications for which activation of cytokine
recepior binding is dosimble including, for example, systemic lupus erythamatosus, colon
cancer, lnng cancer, end bone resarption in osteoporosis.
[00143] Examplos of IL-23 and/or IL-12 specific binding aptamers for use as therapeutics
and/or diagnostics include the following sequences listed below.
[00144] Unloss noted otharwise, ARCAS? (SEQ ID NO 91), ARC491 (SEQ ID NO M),
ARC621 (SEQ ID NO 108), ARC627 (SEQ ID NO 110), ARC527 (SEQ ID NO 159),
ARC792 (SEQ ID NO 162), ARC794 (SEQ ID NO 164), ARC795 (SEQ ID NO 165),
ARC979 (8BQ ID NO 177), ARC1386 (SBQ ID NO 224), and ARC1623-ARC1625 (SEQ
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ID NOx 309-311) represent the sequences of the aptamers that bind to I1.-23 and/or IT-12 that
wewe selocted under SELEX” conditions in which the purines (A and G) ere deaxy, and the
Pyrimidines (C and U) are 2°-OMe.

[00145] ‘The umique scquence region of ARCAS9 (SBQ ID NO 91) and ARCA91 (SEQ ID
NO 94) begina at encleotide 23, immediatoly following the sequence
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO 69), and runs until it meets the 3"fixed
mmcleic acid sequence GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO 90).

[00146] The uniquo soquence regian of ARC621 (SEQ ID NO 108) and ARC627 (SEQ ID
NO 110) begins at muclootide 23, immediately following the sequence
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO 101), and runs until it meets the 3*fixed
mucleic acid sequence GUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEQ ID NO 102).

SEQIDNO 108 (ARC621)
SEQ ID NO 110 (ARC627)
SEQID NO 159 (ARC527)
SEQ ID NO 162 (ARC792)
SEQ ID NO 164 (ARC794)
SEQ ID NO 165 (ARC795)

SEQID NO 177 (ARCS79)

[00147] ARC1623 (SEQ ID NO 309), ARC1624 (SEQ ID NO 310) and ARC1625 (SBQ
ID NO 311) represent optimized sequences bascd oo ARC979 (SEQ ID NO 177), where “d™
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stands for deoxy, “m” stands for 2°-O-methyl, “s” indicates a phosphorothicete
internucleotide linknge, and “3T™ stands for a 3*~inverted decxy thymidine.

SEQ ID NO 309 (ARC1623)

[00148] SBEQ ID NOS 139-140, SEQ ID NOS 144-145, SEQ ID NO 147, end SEQ ID
NOS 151-152, reprosent the sequences of the aptamers that bind to IL-23 and/or IL-12 that
wers selested under SELEX conditions in which the purines (A snd G) are 2’-OH (ribo)
and the pyrimidines (C and U) are 2'-Fluoro.

SEQID NO 139 (A10.min5)
QQAOCA) UVADGCUOC

SEQID'NO 140 (A10.min6)
SEQID NO 144 (B10.mind)
SEQ ID NO 145 (B10.min5)

SEQIDNO 147 (Fl11.min2)
QOACAUACACAAGAUGUGCTTUGAGUUAAA

UCUCAUCIUCCCOTUUUGA00AUAUTUC

SEQ ID NO 151
GOMIACGCCOAAAGGOGCUUICCIAAAGGACTUCCTUAAGOOALIACC

SEQID NO 152
QOATUACGCOOAAAOGCOCULCOIAAAGGACGUCCOUAAGGRAUACIICC

[00149] Otber aptamers that bind I[1-23 and/ar IL-12 are described below in Examples 1-3.

[00150] Thease aptamers may incinde modifications as described herein including e.g.,
conjugation to lipophilic or high molecular weight compounds (e.g., PEG), incorporation of a
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Cp( motif, incorporation of a capping moiety, incorporation of modified mcleotides, end
incorporation of phosphorothioats in the phosphate backbone.
[00151] In one embodiment, an isolated, non-naturally occmring aptwmer that binds to IL-
23 and/or I1-12 is provided. In some embodiments, the isolated, non-naturslly occurmring
aptamer has a dissocistion constant (“Kyp™) for IL-23 and/or IL-12 of less than 100 pM, less
than 1 pM, less than 500 nM, less than 100 nM, less than 50 nM , less than 1 nM, less then
500 pM, legs than 100 pM, and loas fhan 50 pM. In some embodiments of the invention, the
dissociation constant is dotermined by dot blot titration as described in Example 1 below.
[00152] Inenpther embodiment, the aptamer of the invention modulsizs a finction of IL-
23 and/or IL-12. In enother embodiment, the aptamer of the inveption inhibits an IL-23
and/or IL-12 fimction while in another embodiment the aptamer stimmulates a fiumction of the
targst. In another embodiment of the invention, the aptamer binds and/or modulstes »
fimction of an IL-23 ar IL-12 variant. An IL-23 or IL-12 variant as used harein encompasses
vatiants that pexform essentially tho same function as an I1.-23 ar IL-12 fanction, preferably
comprises substantially the same stractore and in some embodiments comprises ot least 70%
sequence identity, preferably at lcast 80% soquence identity, more preferably at loast 90%
sequence identity, and mare profombly at loast 95% sequence identity to the amino acid
sequence of IL-23 or IL-12. In some embodiments of the invention, the sequence identity of
target varismts is determined using BLAST as described below.
[00153] The terms “sequence identity” in the context of two or more nuclelc acid or
protain sequences, refer to two or more sequences ar subsequences that are the same or have
a specifiod percentage of anino acid residues or nuolootides that are the same, when
compared and aligned for maximmum comrespondance, as measured using one of the following
sequence comperison algoritions or by visual inspection. For sequence comparison, typically
oDo sequance acts as a rafbrence sequence to which test sequences are compared. When using
a sequance campariscn algorithm, test and reference scquences are input into a computer,
subsequance coordinates are designated if necessary, and sequence elgorithm program
parmotary are designated. The sequence comparison algorithm then calculaiee the percent
sequemce identity for the test sequence(s) relative to the reference sequence, based on the
designated program perameters. Optimal alignment of sequences for comparison can be
coxiucted, e.g., by the local homology algorithm of Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:
4R2 (1981), by the hamology alignment algorithm of Needlemsn & Wunach, J Mol. Biol. 48:
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443 (1970), by the search for similarity mefhod of Pearson & Lipman, Proo. Nat'l, Acad. Sci.
USA 85: 2444 (1988), by computarized implementations of thess algorithms (GAP,
BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wiscousin Genstics Software Package, Genstics
Computar Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), or by visual inspection (sec generlly,
Ausubel & al., infin).

[00154] One example of an algorithm that is suitable for determining percent sequence
identity is the algorithm used in the basic local alignment search tool (heroinafier
“BLAST™), soua, .. Altschnl af al,, J Mol Biol. 215: 403-410 (1990) and Altschml ef al.,
Nucleic Acids Res., 15: 3389-3402 (1997). Software for performing BLAST analyses is
publicly available through the National Center for Biotschnology Information (horeinafier
“NCBI™). The defanlt parameters usod in determining sequence identity using the software
available from NCBI, ¢.g., BLASTN (for nuclectide sequences) and BLASTP (for amino
acid sequences) are dowcribed in McGinnis ef al., Nocleio Acids Res., 32: W20-W25 (2004).

[00155] In one embodiment of the invention, tho aptamer has substantially the samo ebility
to bind to IL-23 as that of an aptamer comprising sny ooz of SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID
NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs
135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs
181-196, and SEQ ID NOs 199-314. In ancther embodiment of the invention, ths aptamer
bas substantially the ssme structore and ability to bind to IL-23 as that of an sptaxmer .
compriging mmy one of SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, S8Q ID NOs 91-96, SEQ ID
NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID
NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314.

[00156] In one embodiment of the mvention, the apteamer has substantially the same ability
to bind to IL-23 and/or IL-12 as that of an aptamer comprising any one of SEQ ID NO 14,
SEQID NOs 17-19, SEQ ID NO 21, SBQ ID NOs 27-32, SEQ ID NOs 34-40, SEQ IDNO
42, SEQ ID NO 49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NOs 91-92, SEQ ID NO 94, and SEQ ID
NOs 103-118. In another embodiment of the inrvention, the aptamer has substantially the
same structore and ebility to bind to IL-23 and/or IL-12 as that of an aptamer comprising any
ons of SEQ ID NO 14, SEQ ID NOs 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID NOs 27-32, SBQ ID
NOs 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NOs 91-92, SEQ
ID NO 94, and SEQ ID NOs 103-118.
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[00157] In another embodiment, the aptamers of the invention arc used as an active
ingredient in pharmaceutical compositions, In another embodimant, the aptemars or
emmmmmg&mdﬂnmmuudmﬁaumﬂmtuym
autoirantune diseasos (inchuding but not lintited to, multiple sclerosis, theumatoid arthritis,
without limitation Crohn's discase, and ulcorative colitis), Type I Diabetes, colon cancer,
lung cancer, and bone resorption in cateoporosis.

[00158] In some embodimenis aptamer themspeutics of the prosent Bivention have great
affinity and specificity to their targets while reducing the delsterions sids effocts from non-
natunlly occurring nucleotide substitutions if the aptemer therpeutics break down in the
body of patientts or subjects. In some embodiments, the therspeutio compositions containing
the aptamer therapeutics of the present invention are fres of or have a reduced amount of
finorinated mcleotides.

[00159] The spinmers of the presont mvention can be synthesized nsing any
oligonucleotids synthesis techmiques known in the art including solid phass oligomcleotids
synthesis techuiques (see, £.g., Frochler ef al., Nucl Acid Res. 14:5399-5467 (1986) and
Frochler ef al., Tot. Lett. 27:5575-5578 (1986)) and solution phase methods well known in
tho axt such as triester synthesis methods (soe, e.g., Sood ef al., Nucl. Acid Res. 42557
(1977) and Hirose et al., Tet. Lett., 28:2449 (1978)).

[00160] The present invention provides aptamers that bind to I1-23 and/or IL-12 and
modulate their biological finction. Moro specifically, the present invention provides aptzmers
that increase the binding of I1-23 and/or IL-12 to the IL-23 and/or IL-12 reccptor thereby
enhancing tha biological function of I1.-23 end/or IL~12. The agonistic effect of such
zptemers can be further enhanced by selecting for aptamars which bind to the I1-23 and/or
IL-12 and contain immunostinmiatory motifis, or by treating with eptamers which bind to IL-
23 and/or I1-12 in conjunction with aptamers to a target kmown to bind immunostimulatory
sequences.

[00161] Racognition of bactarial DNA by the vartebrate immmms syatom is based on the
recognition of unmethrylated OG dinucleotides in particular saquence contexts (*CpG
motifs™). One receptor that recognizes such a motif is Toll-like recoptor 9 C'TLR 97), a
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member of a family of Toll-like recoptors (~10 members) that pexticipato in the innate
immmms responss by recoguizing distinct microbial components. TLR 9 hinds unmethylated
oligodeoxynuclectide (“ODN™) CpG soquences in a sequence-specific manner, The
recognition of CpG motifs triggers defonse mechanisms leading to innato and ultimately
acquired inmune responscs. For example, activation of TLR 9 in mico indnces activation of
antigen presenting cells, up regulation of MHC class I and II molecules and exprossion of
important co-stimmistory molecules and cytokines including 1L.-12 and TL-23. Thia activation
both directly end indirectly enhances B sand T cell responses, incinding robust up regulation
of the TH1 cytokine IFN-gamma. Collectively, the response to Cp( sequences loads to:
protection againat infections diseasss, improved immune response to vacoines, an effective
CpG ODN& can movide protection againat infbotious diseases, function as immmno-sdjuvants
or oancer therspeutics (monothampy or in combination with 8 mAb or other therspies), and
can decrease asthma and allergic response.

[00162] Apiymers of the prosent invention comprising one or more CpG or other

_ immmnostimulatory sequences can be identified or genemted by a veriety of strategies using,
e.g., the SELEX™ process described hercin. The incorpomted imrmumostimulatory sequences
can be DNA, RNA and/or a combination DNA/RNA. In general the strategies can bo divided
into two groups. In group one, the sirategies are directed to identifying or generating
aptamers comprising both a CpG motif or other immunostimmlatory sequence as well as a
binding site for a target, whare the target (hereinafter “non-CpG target™) is a target other than
ans known o recognire CpG motifs or other immmostimulatory sequences and known to
stimulates an iromune response upon binding to 8 CpG motif. In some embodiments of the
invention the non-CpG target is an IL-23 and/or II,12 targst. The first strategy of this group
comprises parforming SELEX  to obtain an aptxmer to a specific non-CpG target, prefhmhbly
a farget, e.g., I1.-23 and/or I1.-12, where & repressad immnne responso is relevant to diseaso
development, nsing an oligomucleotide pool wherein & CpG motif has been incorporated into
cach member of the pool as, or as part of, a fixed region, &.g., in some embodiments the
randomized rogion of the pool members comprises a fixed region having a CpQ motif
incorportad therein, and identifying an sptamer comprising a CpG motif. The second
strategy of this group comprises performing SELEX " to obtain an aptemer to & specific non-
CpG target preferably a target, 2.8, I1.-23 and/or T1-12, where a repreased immune responss

s relovant to disease development, and following sclection appending & CpG motif to the 5*
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and/or 3’ end or engineering 8 CpG motif into » region, preferably s non-essential region, of
fhe aptamer. The third strategry of this group comprisos porforming SELEX to cbtain an
aptemer to a specific non-CpG taxget, prefembly a target, e.g., TL-23 and/or I1.-12, where &
Tepressed immune respanse is rolevant to diseage development, wherein during synthesia of
the pool the molar ratio of the vatious mcleotides is biased in one or more micleotide
addition steps so that the randomized region of each member of the pool is exriched in CpG
motifh, and idontifying an sptamer comprising 2 CpG motif. The fourth stratogy of fhis group
comprises performing SELEX" to obtuin an sptamer to a spesific non-CpG target, profarably
a target, e.g., IL-23 and/or J1-12, where a repreesed immune response is relevant to disease
development, and identifying en aptamer comprising a CpG motif. Tho fifth strategy of this
group camprises parforming SHLEX™ to obtain an sptamer to a specific non-CpG targst, -
preiembly a target, &.8., IL-23 and/or IL-12, where a repressod immmne response is relevant
to discase dovelopment, and identifying an aptamer which, upon binding, stimulates an -
imnrups rosponse but which doos not comprise a CpG motif.
[00163] In group two, the strategics are directed fo identifying or gencrating aptamers
comprising & CpG motif and/or ather soquences that ar bound by the receptors for the CpG
motifi (e.8., TLRY or the other toll-lile recepiors) and upon binding stimplate an immmne
response. Tha first strategy of this group comprises performing SELEX to obtain an
apiamer fo a target known 1o bind to CpG motifs or other imrmosttmmlatory sequences end
upon binding stimulats an iromime response using an oligenucleotide pool wherein & CpG
motif has been incorpozated into each member of the pool ag, or as part of, a fixed region,
&.g., in soms embodiments the randomized region of the pocl members comprise s fixed
region having a CpG motif incorporated therein, and identifying an aptamer comprising a
CpG motif. The second strategy of this group comprises pedforming SELEX to obtain an
apiamer to a target kmown to bind to CpG motifs or other immuncetimulatory sequences and
upon binding stimulate an immune response and then appending a CpG motif to the 5* and/or
3’ end or engineering a CpG motif into & region, preferably a non-essential region, of the
aptemer. The third strategy of this group comprises perfonming SELEX" 0 obtain an
aplamer to a target known to bind to CpG motifs or other immmmostimulatory sequences and
upon binding stimmlate an immuns response wherein during synthegis of the pool, tho molsr
ratio of the various oncleotides is biased in ono or more nucleotide addition stepe so that the
mndomized region of each member of the poal is enriched in CpG motifs, and identifying an
apiamear comprising a8 CpG motif. The fourth strategy of this group comprises pexforming
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SELEX™ to obtain an sptamer to a target known to bind to CpG motifs or other
immumostimulatory sequences and upon binding stimmiate an Fromune response and
idantifying an aptamer comprizing s CpG motif. The fifth stategy of this group comprises
performing SELEX" 1o obtain an aptamer to a target known to bind to CpG motifs ar other
immuuostimniatory sequences, and identifying an aptamer which upon binding, stimulate an
imymme respanse bat which does not comprise a CpG motif.

[00164] A vaziety of different classes of CpG motifs have been identified, cach resulting
upon recognition in a different cascade of events, roleass of cytokines and other molecules,
and activation of cartain vell types. Sse, a.g,, CpG Motifh in Bacterial DNA and Their
Immune Bffects, Anng. Rev. Immunol. 2002, 20:709-760, incorporated herein by reference.
Additional immmnostimulatory motifk are disclosed in the following U.S. Patenis, cechof
which is iInocorporated herein by reference: U.S. Patent No. 6,207,646; U.S. Patent No.
6,239,116; U.S. Patent No. 5,429,199; U.S. Patent No. §,214,806; U.S. Patont No.-6,653,292;
U.S. Patent No. 6,426,434; U.S, Patent No. 6,514,948 and U.S. Patent No. 6,498,148, Any of
these CpQ or other immmanostimmlstory motifs can be incorparated into en aptamer. The
choice of aptamers is dependent on the disease or disarder to be treated, Preferred
immunostimuistory motifs are as follows (shown 5° to 3” Ieft to right) wherein "¢’ designates
a purine, “y” designates a pyrimidine, and “X® designates any mickotide: AACGTTCGAG
(SEQ ID NO 7); AACGTT; ACGT, rCGy; mCQ3yy, XOGX, XXCGXX, and X1 X;CGY1Y;
wherein X; is G or A, X is pot C, Y is not G and Y3 is proferably T.

[00165] In those instances where a CpG motif is incorporated into an sptamer that binds to
2 spevific target other than a target known to bind to CpG motifs and npon binding stinrolate
an immune response (8 “non-CpG target”), the CpQG is proferably Jocated in 8 non-essentinl
region of the sptamer. Non-easemtial regions of aptamers can be identified by site-directed
mutagenosis, delotion analyses and/or substitution analyses. However, any location that does
not signifioantly interfiere with the ability of the aptamer to bind to the non-CpG target roxy
bonsed. In addition to being embedded within the aptamer sequance, the CpG motif may be
appended to either or both of the 5° and 3' ends or otherwise sitached to the sptamer. Any
location or moans of attachment may be used so long as the ability of the aptamer to bind to
the non-CpG target is not significantly interfored with.
[00166] As used herein, “siimulation of an immume response™ can mean either (1) the
induction of & specifio response (.g., induction of a Thl response) ar of the production of
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certain molocules or (2) the inhibition or suppression of a specific rosponse (e.g., inhibition or
suppression of the Th2 respanse) or of cariain molecules.

FHARMACEUTICAL COMPOSITIONS
molocules that bind to IL-23 and/or [1.-12. In some embodiments, the compositions are
suitable for intenal uge and includs an effective amount of » pharmacologically active
commpound of the imvention, alons or in combination, with one ar more pharmaceutically
acceptable carriers. The compounds are eapecially usoful in that they have very low, if any
[00168] Compositions of the invention can be used to troat or provent a pathology, such as
a discaso or disordar, or alleviate the symptoma of such discase or disorder in a patient. For
exampls, compositions of the present invention can be used to treat or provent s pathology
associated with IL-23 and/or IL-12 cytokines, inclnding inflammatory and sutoimmune
_ roiated diseases, Type I Diabeizs, bono resorption in osteoporogis, and cancer.,
[00169] Compositions of the invention sre nseful for administration to a subject suffering ..
from, ar predisposed 10, 2 disease or disorder which is related to or derived from a target to
which the aptamers of the invention specifically bind. Compositions of the invention can be
used in a method for treating a prationt or subjeot having a pathology. The method invalves
administering to the patient or subject an aptemer or & composition comprising sptamers that
bind to IL-23 and/or IL-12 involved with the pathology, 50 that binding of the sptamer to the
1123 and/or 1112 alters the biological function of the target, thercby treating tha pathology.

[00170] Theo patient or subjcct having a pathology, /.e., the pationt or subject treated by the
- mothods of this invention, can be a vertebrate, more particularly a mammal, or more
paticularly a homan,
[00171] In practice, the aptamers or their pharmaceutically acceptabls aalts, are
administarced in amounts which will be sufficient to exert their desired biological activity,
e.g., inhibiting the binding of the I1-23 and/or I.-12 to its receptor.
[00172] Onn aspect of the invention comprists an sptamer composition of the invention in
combination with other treatments for inflammatory and antoirmmune disoases, cancer, and
ofher related disorders. The eptamer composition of the invention may contain, for example,
more than one aptemer. In soms exemples, an aptamer composition of the invention,
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contxining one or more campounds of the invention, is administered in combination with
another nseful composition such as an anti-inflemmatory agent, an immuonosuppregsant, an
antivimal agent, or the like. Furthermore, the compounds of the invention may be
administered in combination with a cytotoxic, oytostatio, or chemothexspentic agent such as
an alkylating agent, auti-metabolite, mitotic inhibitor ar cytotoxic antibiotic, as described
above. In genemnl, the currently available dosage forms of the known therepeatic agenty for
use in such comhinations will be suitable.

[00173] “Combination therapy” (or “co-therapy”) inciudes the administration of an
sptmner composition of the invention and at least a second agent as part of a specifio
frestment yegimen intended to provide the benaficial offect from the co-action of thess
therapentic agents. The beneficial effbot of the combination inoludas, but is not limited to,
pharmacokinotic or phermacodynamic co-action resulting from the combination of
therapeutic agonts. Administration of thoso therapeutic agonts in combination typically is
caied out over a dofined timo period (usually minutes, hours, days or woeks depending upon

[00174] “Combination therapy" may, but generally is not, intended to encompass the
administration of twa or more of these therapeutio agents as part of separate monothempy
rogimens that incidentally and sxbitrarily resalt in the combinations of the present invention.
“Combination therapy™ is intended to embrace administration of these therspeutic agents in a
sequential menner, that is, wherein each thexapeutic agent is administered at a different time,
as well a8 administeation of theae therapeutio agents, or af least two of the thempentio agents,
in a substentially simultanecus marmer. Subsiantially simultansous adminiatration can be
accomplished, for example, by administering to the subject a single capsule having a fixed
ratio of each thempeutio agent or in nmoltiple, singlo capsules for each of the therapeutio
agenis.
[00175] Sequential or substantially sinmitaneons administration of each therapeutic agent
oan be effected by any sppropriate routs including, bot not limited to, topical routes, aral
membeans tissues. Tho therapeutic sgents can be administered by the same routs ar by
diffarent routes, For example, a first thempeutic agent of the combination selected may be
administared by injection while the other therapeutic agonts of the combination may be
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[00176] Alomatively, fox example, all therapeutic agents may bo administered topicaily or
all therapeutio agents may be administered by injection. The sequence in which the
therapeutic agents are administered is not namrowly critical unless noted otherwise.
“Combination therupy” also can embrace the administration of the therspoutic agents as
described sbove in finther combivation with other biclogically active ingredients, 'Whers the
combination therepy fixther comprises & non-drug treatment, the non-trug treatment may be
conducted at any suitable time so long as & beneficial effect from the co-action of the
combinsation of the thesspoutic agents and non-drug trestment is achioved. For example, in
appropriais cases, the baneficial effect is still achieved when the non-drag treatment is
temporally removed from the administration of the therspeutic agents, pethaps by days or
avan weeks.

[00177] Thepeutio or pharmapological compositions of the presont invention will
genexally comprise an effective amount of the active component(s) of the therspy, digsolved
or disperved in & pharmaceutically accepinble medihnm, Pharmacentically accepiable media
or carriers include any and all solvents, dispersion medis, coatings, antibacterial and
antifungal agents, isotonic and absorption delaying agents and the like. The use of such
media and agents for pharmaceutical active substences is well kmown in the art.
Supplementary active ingredients can also be incorporated into the tharapeutic compositions
of the present invention,

[00178] The preparation of phaymacentioal or phanmacological compositions will be
Inown to those of akill in the art in light of the prosant disolosura, Typically, such
compoditions muay be prepared as injectsbles, either as liquid solutions or suspensions; solid
forms suitable for solution in, or suspension in, Hquid prior to injection; as tablets or other
solids for oral administration; as time release capsules; or in any other form currently used,
inoluding eye drops, creams, lotions, salves, inbalants end the like. The use of sterile
formmulations, such as salino-based washes, by surgeons, physicians or health care workems to
troat a particular erea in the operating ficld may also be particularly useful. Compositions
may also be delivered via microdevice, microparticls or spangs.

[00179]) Upon formmiation, therapentics will be administered in a mazmer compatibls with
the dosage formmiation, and in such amount as is pharmacologically effective. The
formmulations are casily administered in a varicty of dosage fiorms, such as the type of
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injectable sohutions described above, but drug release capsules and the like can also be
employed.

[00180] In this comtext, the quantity of active ingredient and volume of camposition to be
administored deponds on the host anims! to be treated. Precise amounts of active compound
required for administration depend on the judgment of the practitioner and are peculiar to

[00181] A minimal volnme of a composition required to disperse the active compounds is
by initially administering the componund and monitoring the results and then giving further
coniroliod dosos at fixther intervals.

[00182] For instance, for oral sdministration in the form of a tublet or capsulo (e.g., a8
gelatin capguls), the active drug component can be combined with an oral, non-toxic,

* pharmaceutically accoptable inert carrier such as sthanol, glycerol, water and the like.
Moreover, when desired or necessary, suitable binders, lubricants, disintegrating agents, and
magpesium aluminum silicete, starch pasic, gelstin, methylcellnlose, sodium
carbaxymethylcellulose and/or polyvinylpyrrolidons, natural sugars such as glucoso or bota-
Inctose, comn swestemars, natural and synfhetic gums such es acacia, tragacauth or sodiom
alginats, polyethylene glycol, waxes, and tho like. Lubricants used in these dosage forms
inolude sodium oleats, sodium stoarsts, magnesium stearats, sodium benzoate, sodium
acetate, sodium chloride, silica, talcum, stearic acid, its magnesinm or calcium salt and/or
cellulose, agar, bentonite, xanthan gum stxrches, agar, alginic acid or its sodium salt, or
effirvescent mixtares, and the liks. Dilaonts, includs, £.g., Isctose, doxtrose, sucrose,
mannitol, sorbitol, celluloss and/or glycine.

[00183] The compounds of the invention cem also be administercd in such ol dosage
formsa as timed releage end sustained release tablets or capsules, pills, powders, grarmles,
elixirs, tinctures, suspensions, syrups and emulsions. Suppositories are advanizgacualy
prepared from fatty emmisions or suspensions.

[00184] The pharmacentical compositions may be sterilizad and/or coniain adjuvants, such
as proserving, stabilizing, wetting or emulsifying agents, solution promoters, salts for
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regulating the osmotic pressure and/or buffers. In addition, they may also contain other
therapoutically valuable substances. The compositions are prepared according to
conventional mixing, gmnulating, or coating methods, and typically contain sbout 0.1% to
75%, prefembly about 1% to 50%, of the active ingredient.

[00185]  Liquid, particuledy injectable compositions can, for example, be prepared by
digsclving, dispersing, etc. The active compound is dissolved in or mixed with a
pharmaceutically pure solvent such as, for example, water, saline, aqueons dextrose, glycerol,
ethanol, and the liks, to thereby form the injectablo solution or suspension. Additionally,
solid forms suitable fior dissolving in liquid priar to injection can be formulated.

[00186] The compounds of the present invention can be administeared in intravenous (both
bolua and infhsion), intmperitoneal, mubcutensous ar intramuscular form, all nsing forms well
known to those of ordinary skill in the pharmaccutical arts. Injectablss can be prepared in
conventional forms, sither as liquid solutions or susponsions.

[00187] Paronteral injectablo administration is genemlly used for subcutancous,
intremusculsr or intavenous injections and infusions. Additionally, ono approach for
perenteral administration employs the implantation of a slow-relesse or sustained-roloased
systems, which assures thet a constant level of dosage is maintained, according to U.S. Pat.
No. 3,710,795, incorpomted herein by reference.

[00188] Furtheonare, profixred componnds for the present iavention can be administored
in intranasal form via topical uss of suitable intranasal vehicles, inhalarts, or via transdermal
routes, naing those forms of tansdermal skin patches well known to those of ordinary skill in
that it ‘To be administered in the form of a transdermal delivery system, the dosage
administration will, of course, be contimuous rather than intermittent throughout the dossge
sprays and gels, wherein the concentration of active ingredient woald typically mnge from
0.01% to 15%, w/w or w/v.

[00189] For solid compositions, exoipients include pharmaceutioal grades of mannitol,
Iactoss, starch, magnesium steamts, sodium saccharin, talcum, cellulose, glucoss, sucrose,
magnesium carbopate, and the like. The active compound defined above, may be also
formulated as suppositories, using for example, polyalkylens glycols, for example, propylene
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glycol, as the carrier. In some embodiments, szppositories aro advaniageously propered from
fatty emmlsions or suspensions.

[00190] The compounds of the present invention can also be administared in the form of
liposome delivery systoms, such as small unilamalisr vesicics, large unilamellar vesicloy and
multilamellar vegiclos. Liposomes can be formed from a variety of phospholipids, contwining
cholestercl, stearylamine or phosphatidylcholines. In some embodiments, a film of lipid
componenty is Irydrated with an aqueous solution of drug to a form lipid layer encapeulating
tho drug, as described in US. Pat. No. 5,262,564. For exumple, the aptamer molecules
described herein can be provided as a complex with a ipophilic compound or non-

_ immmunogenic, high molocular weight compound constructed using methods known in the act.
An example of nucleic-acid associsted complexes is provided i U.S. Patent No. 6,011,020.

[00191] The compounds of the present invention msy also be couplad with soluble .
polymors as targetable drog carricrs. Such polymers oan inslude polyvinylpymrotidons, pyran
copolymer, polylrydroxypropyl-methacrylamide-phenol,
mmmmmmmwwmmwmmmﬂm
pelmitoyl residues. Farthermore, the compounds of the present invention may be coupled to

a clags of biodegmadable polymers useful in achioving controlled rclease of a drug, for
polyorthoosters, polysoetals, polydibydropyrans, polycyanoacrylates and oross-tinked or
amphipathic block copolymers of hydrogels.

[00192] 1f desired, the pharmaceutical compogition to be administered may also contain
minor smounis of non-toxic auxiliary substances such as wetting or enmlsifying agents, pH
buffering agents, and other substancos such as for example, sodium acetate, and
tricthanolamins oleate.

[00193] Tha dosags regimen utilizing the aptamers is salected in accordance with a variety
of factors including type, specics, age, weight, sex and medical condition of the paticnt; the
soverity of the condition to be treated; the routs of administration; the renal and hepatic
fonction of ths pationt; and the particular sptemer or salt thereof employed. An ordinarily
skilled physician or veterinariar can readily determning and prescribe the effective amonnt of
the drug required 10 prevent, counter or amyest the progress of tho condition.
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[00194] Oral dosages of tho present invention, when used for the indicated offects, will
rangn botween about 0.05 to 7500 mg/day omlly. The compositions are praferably provided
in the foxm of scored tablets containing 0.5, 1.0, 2.5, 5.0,10.0, 15.0,25.0, 50.0,'100.0, 250.0,
500.0 and 1000.0 mg of active ingredient. Infuscd dosages, intranasal dosages and
transdermal dosages will range betweon 0.05 to 7500 mg/day. Subcoteneous, intravenons
and intraporitoneal dosagos will mngo between 0.05 to 3800 mg/dsy.

[00195] Effective plasma lovels of the compounds of the present invention range from
0.002 mg/mL to 50 mg/ml.

[00196] Compounds of tho present invention may be administered in a gingle daily doss,
or the toia] daily dosage may be sdministered in divided doses of two, three or four times

[00197] 1tis important that the pharmacakinetic propertins for all oligonucleotide-based
therapentics, inoluding sptamers, bo tailored to match the desired phermacentioal appliction.
‘While sptamers directed against extmcellular targets do not suffer from difficultics associated
with intracellular delivery (as is the case with antisanse snd RNAi-based therspoutics), such
aptamers must still be able to be distributed to target organas and tissues, and remain in the
body (unmodified) for a period of time consistent with the desired dosing rogimen.
[00198] Thus, the present invention provides materials and methods to affect the
pharmacokinstics of aptamer compositions, and, in particular, the ability to tune aptamer
pbarmacokinetics. The tmability of (Le., fhe ability o modulate) aptamer pharmacokinstics
is nchieved through conjugation of modifying moieties (e.g., PEG polymers) to the aptamer
and/or the incorporation of modified muclootides (e.g., 2°-fluoro or 2'-O-methyl) to alter the
chemical compoaition of the nncloic asid. Tha ability to fune apiymer pharmacokinetics is
used in the improvement of existing therapentic spplications, or alternatively, in the
development of now therapeutic applications. For example, in some therapentic applications,
&.g., in anti-neoplastic or acute care settings where rapid drug clesrance or tum-off may be
desired, it is desirablo to decrease the residence times of eptamers in the circulation.
ARernstively, in other thexapeutic applications, & g., maintanance thempies whero systemic
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circulation of a themapeutic is desired, it may be desieble to incroase the residence times of
sptamers in circulation.

[00199] In addition, tho tunability of aptamer pharmacokinetics is used to modify the
biodistribution of an apiamer therapeutic in a subject. For example, in some therapeutic
applioations, it may be desirablc to alter the biodigtribution of an sptamer therapeutic in an
cffort to target a partiovlar type of tissus or a specific organ (or set of argans). In thege
applications, the aptamer therapoutic prefarentially accumulates in a specific tissus or
organ(s). In other therapentio applications, it may be desimble to target tissnes displaying a
cellular marker or a symptom associated with a given diseass, cellular igjury or other
sbnormal pathology, such that the aptamer therapeutic profeventiaily accummlates in the
affected tissne. For axzmple, as described in copending provigional application United States
Serial No. 60/550790, filed on March 5, 2004, and entitled “Controlled Modulation of the
Pharmacokinetics and Biodistribution of Aptemer Therapeutics”, and in the non-provisional
application United States Serial No. 10/—,—, filed on Maxch 7, 2005, also entitled .
“Controlled Modulation of the Pharmacokinetics and Blodistribution of Aptemer
Therspeutics™, PEGylation of an apiamer therapeutic (e.g., PEGylation with a 20 kDa PEG
.polymer) is used to target inflamed tissues, such that the PEGylated aptamer therspeutic
[00208] To dotermine the pharmacokinestic and biodistribution profiles of sptamer
thermpeatics (e.g., aptamar conjugatos or aptamers having sltered chamistrios, such as
modified nnolcotides) a variety of parameters are monitored. Such parameters includs, for
example, the hatf-life (1,2), the plasma clearance (C1), the volume of distribution (Vas), the
area under the concentration-time cuxve (AUC), maximnin observed serum or plasma
concentration (Cox), and the maan residence time (MRT) of an aptamer composition. As
used herein, the term “AUC™ refers to the area under the plot of the plasma concentration of
an aptamer therapeuatic versus the time afiar aptamer administration. The AUC valus is used
to estimate the bioavailability (Le., the percentage of administered aptamer therapeutic in the
circulation after aptemer administration) and/or total cleaxance (C1) (Le., the mte at which the
aptamer therapeutic is removed from circulation) of a given aptamer therapeutio. The volume
of distribution relates the plasma concantration of sn aptamer therapeutic to the amount of
sptamer present in the body. The larger the Vas, the mare an aptemer is found outxide of the
plasma (i.e., the more extravasation).
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[00201] Tho present invention provides materials and mothods to modulats, in a controlled
manner, the pharmacokinetics and biodistribution of stabilized sptamer compositions in vivo
by conjugnting an aptamer to a modulsting moiety such as a small molecule, peptids, or
polymer terminal group, or by incorporating modified mmcleotides info an aptamer. As
desaribed herein, conjugation of a modifying moiety and/or altering mucleotide(s) chemical
composition alters fondsmental aspects of sptamer regidence time in circulation and
distribution to tissues.

[00202] In addition to clearance by mocleases, oligonucleotide therapeutics are subject to
elimination vig renal filiration. As such, a nuolease-resistant oligonuclootide administered
intravenoualy typically exhibits an i» vivo balf-life of <10 min, unless filtration can be
‘blocked. This can be accomplished by either fisilitating mpid distribution out of the blood
stream into tisgnes or by increasing the apparent molecular weight of the oligommeleotide
sbove the effective size cut-off for the glomerulus. Conjugation of amall thempoutics to a
PEG polymer (PEGylation), describod below, can dramatically lengthen residence times of
aptamers in circulation, theroby decreasing dosing froquency and enhanoing effhctivensss
against vascular targets. '

[00203] Aptamers oan be conjugated to a variety of modifying maieties, sch as high
molecular weight polymen, e.g., PEG; peptides, eg., Tat (a 13-amino acid fragment of the
HIV Tat protein (Vives, « al., (1997), J. Biol, Cham. 272(25): 16010-7)), Ant (a 16-amino
(Pieterez, ef al., (2001), Vacoine 19(11-12): 1397-405)) and Argy (a short, positively charged
coll-permenating peptides camposcd of polyarginine (Arg;) (Rothbard, et al., (2000), Nat.
Med. 6(11): 1253-7; Rothbard, J ef al., (2002), J. Med. Chem. 45(17): 3612-8)); and amall
molscules, & g, lipophilic compounda such as cholesterol. Among tho varicus conjugates
deacribed heyein, in vivo properties of aptamers are altered most profoundly by complexation
with PEG groups. For example, complexation of a mixed 2'F and 2'-OMe modified aptumer
themspentic with a 20 kDa PEG polymer hinders renal filtration and promotes aptamer
distribution to both healthry and inflamed tissnes. Furthermore, the 20 kDa PEG polymer-
apiamer conjugate proves nearly as offisctive as a 40 kDa PEG polymer in preventing renal
filtration of aptamars. While one effect of PEGylation is an aptamer clearance, the prolonged
systemic exposure afforded by presance of the 20 kDa moiety algo facilitaies distribution of
aptamer o Gases, particulardy those of highly perfosed organs snd those at the site of
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inflammation. The aptamer-20 kDa PEQG polymer conjugate directs aptamer distribution to
the sits of inflammation, such that the PEGylated apinmer prefirentially sccurmmlstes in
inflamed tissue. In some instances, the 20 kDa PEGylated aptnmer conjugate is able to
accoss the interior of cells, sach as, for example, kidney cells.

[00204] Modifiod mooleotides can also be used to modnlats the plasma clearance of
aptamers. For example, an unconjugated sptamer which incorporates both 2°-F and 2°-OMe
stabilizing chemistries, which is typical of ourrent generation aptamers as it exhibits a high
degroe of nucloaso stability ir vitro and in vivo, displays rapid loss from plasma (e, rapid
plasma claaranco) and & rapid distribution into tisgpues, primarily into the kidney, when
compared to unmodified aptamer.

PEG-DERIVATIZED NUCLEIC ACIDS
[00205] As described above, derivatization of nucleic acids with high molecnlar weight
non-hnmunogemnio polymers has the potential to alter the pharmecokinetic and
Favarable changes in sctivity can includs increased resistance to degradation by nucleases,
decreased filtmtion through the kidneys, decreased exposure to the immmme system, and
altered distribution of the therapeutic through the body.

[00206] Ths aptamsr campositions of the invention may be derivatived with polyalkylens
glycol ("PAG™) molsties. Examples of PAG-derivatized nnoloic scids are found in United
States Patent Applioation Ser. No. 10/718,833, filed ou November 21, 2003, which is herein
incorporaied by refesence in its entirety. Typical polymers used in the invention include
polycthylene glycol (“PEG®), also known as polyethylene cxide (“PEO™) and polypropylene
glycol (including poly isopropylens glycol). Additionally, random or block copolymers of
diffierent alkylene coxides (e.g., ethylons oxide and propyiene oxide) cxn be used in many
epplications. In its most common form, & polyalkylens glycol, such as PEG, is a lincar
polymer terminated at each end with hydroxyl groups: HO-CHaCH;0-(CHyCH20).
CH;CH;-OH. This polymer, alpha-, omega-dilyydroxylpolyethylane glycol, can also be
representod as HO-FEG-OH, where it is understood that the —PEG- symbol reprosents the
following strootaral unit: -CH2CHz0<CHRCH7O) ~CHzCHy- where n typically ranges from
sbout 4 to abont 10,000.
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[00207] As shown, the PEG molecule is di-fimctional and is sametimes rafemred to as
“PEQG diol” The terminal postions of the PEG molecale are relatively non-reactive hydroxyl
moigties, the —OH groups, that can be activated, ar converind to functional moisties, for
attachment of the FEG fo other compounds at reactive sites on the compound. Such activated
PEG diols are raferred to herein s bi-activatod PEGs. For example, the tarminal moieties of
PEG diol have been fanctionalized as active carbonate ester for selective reaction with amino
moietios by substitotion of the ralatively non-resctive hydraxyl moisties, -OH, with
succinimidyl active oster moietics from N-hydroxy succinimide.

[00208] In many spplications, it is desimble to cap the PEG molecule cn ome end with an
essentially non-roactive moiety so that the PEG moleculs is mono-fanctional (or mono-
activaind). In the case of protein therapeutics which generally display multiple reaction sites
for aotivated PEGs, bi-functional activated PEGs lead to extensive croms-linking, yielding .
poorly fimctional aggrogates. To generate mono-activaiod PEGs, one Irydroxyl moiety on the
termima of the PEG diol moleouls typically is suhstituted with non-reactive methoxy end
moiety, -OCH;. The other, un-capped terminus of the PEG molecule typically is converted to
a reactive end moioty that can be aotivated for attachment at a reactive sito on a sarfhce ora
molecule such as a protein.

{00209] PAGs arc polymers which typically have the properties of solubility in water and
in many organic solvents, lack of toxicity, and lack of immmunogenicity. One use of PAGs is
to covalently atiach the polymer to insoluble molecules to make the resulting PAG-moleculs
“conjugate™ soluble. For exampls, it has been shown that the watar-insoluble dmg paclitexel,
when compled to PEG, becomes water-soluble. Groenwald, ef al, J. Org. Chem., 60:331-336
(1995). PAG conjugates are often used not only to enhanoe solubility and stability but also to
prolong the blood circulation half-life of molecules.

[00210] Polyalkylated compounds of the invention are typically between 5 and 80 kDa in
sizo however any sizo can be used, the choice dependent on the aptamer and application.
Other PAG compounds of the invention are betweon 10 and 20 kDa in size. Still other PAG
compounds of the invention are between 10 and 60 kiDa in size. For cxample, a PAG
polymer meay be at 1east 10, 20, 30, 40, 50, 60, or 80 kDa in size. Such polymers can be
linoar ar branched. In some embodiments the polymers are PEG. In some embodiment the
polymers are branched PEG. In still other embodiments the polymers aro 40kDa branched
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PEQ as dopicted in Figare 4. In some embodiments the 40 kDa banched FEG is attached to
the 5° end of the aptamer ay depicted in Figure 5.
[00211] Incontmst to biclogically-expressed profoin therapeutics, nucleic acid
mcleic acid conjugates may be prepared by incorporating the PRG using the same iterative
monomer synthesis. For example, PEGs activated by conversion to & phosphoramidite fhrm
cmn be incorporated into solid-phase oligonucleotido synthesis. Alternatively,
aligomcleotide synthesis can be completad with site-specific incarporation of & reactive PEG
attachment site. Most commanly this has been sccomplished by addition of a fres primary
amine at the 5’-texminus (incorporsted uaing a modifier phosphoramidite in the last coupling
step of solid phase synthesis). Using this spproach, s reactive PEQ (e.g., ons which is
neﬁwﬂdnﬂntitwﬂlmotmdﬂwmubmdwﬁﬁmmﬁm)iuombimdwiﬂﬂhpuﬁﬁed
oligonucleotides and the coupling reaction is carxied out in solution.
[00212] The ability of PEG conjugation to alter the biodistribution of a therapeutic ia
rolated to & mmmber of facturs inchading the apparent size (e.g., a8 measurad in terms of
hydrodynemio radins) of the conjugate. Larger conjugates (>10 kDa) are known to more
effbctively block filtration via the kidney and to consequently inorense the serum half-life of
mﬂmmbenh(as-.mmﬁmoﬁmdmﬁdu). The ability of FEG . .
conjugates to block filtration has been shown to increase with PEG sizo up to approximately
50 kDa (finther increases have minimal beneficial effect as half life becomes defined by
[00213] Production of high molocular woight PEGs (>10 kDa) can be difficult, inefficient,
end oxpensive. As a route towands tho synthesis of high molecular weight FEG-mncleic acid
conjugates, previous work has been focused towards the geaeration of higher maolecular
wuight activated PEGs. One method for genemting such molecules fnvoives the foxmation of
a branched activated PEG in which two or more PEGs axe aitached to a centml core camrying
the activated group. The terminal portions of these higher molecnlar weight PEG molecules,
L.e,, the yolatively non-reactive hydroxyi (-OH) moistios, can be activated, or converted to
functional moieties, for attachment of one or more of the PEGs to other compounds at
roactive gitos on the compound. Branched sotivated PEGs will bave more than two termini,
and in cases where two or moro termini have been activated, such activated higher molecular
weight PEG molecules ave roferred to herein as, multi-activated PEGs. In scmo cases, not all
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termini in a branch PEG molecule are activated. In cases where any two termini of a branch
PEG moleculs are activated, such PEG molecnles aro refierred to as bi-activated PEGs. In
somo cases whore only one terainus in a branch PEG moleculs is activated, such PRG
molecules aro referved to as mono-activated. As an example of this approach, activated PEG
propared by the attachment of two monomethoxy PEGs to a lysine core which is
subsequently activated for reaction has been described (Haris ef al., Natare, vol.2: 214-221,
2003). )

[00214] The present invention provides another cost affective ronte to the synthesis of high
oligommcieotides, ¢.g., dimerized aptamers. The present invention also relates to high
moleculer weight compositions where 2 PEG stabilizing moisty i & linker which scparates
diffsrent portions of an aptamer, e.g., the PEG is conjugated within & single aptamer
sequence, such that the linear amrangement of the high molacular weight aptamer compoesition
is, e.g., nucleio acid — PEQ - mucleis aoid (~ FEG — mucleic acid), where n is greater then or
oqual to 1.

[00215] High molecular weight compositions of the invention include thoso having a
molecular weight of st least 10 kDa. Compositions typically have a molocular weight
between 10 and 80 kDa in gizo. High molecular weight compositions of the imvention are at
least 10, 20, 30, 40, 50, 60, or 80 kDa in sizo.

[00216] A siabilizing moiety is a molecule, or portion of s molecule, which improves
pharmacokinetic and pharmscodynamic propesties of the kigh molacular weight aptamer
compositions of the invention. In some cases, a stabilizing moiety is 2 moleculs or portion of
& molacule which brings two or more apiamars, or aptamer domains, into proximity, or
provides decreased overall otationsl freedom of the high molecnlar weight sptamer
compositions of the imvention. A stabilizing moiety can be a polyalkylenc glycol, sach a
polyethylens glycal, which can be linear or brenched, 2 homopolymer or a heteropolymer,
Other stabilizing moicties include polymers such as peptide nucleic acids (PNA).
Oligonmcleotides can aleo be stabilizving moieties; such oligomucleotides can include modified
moleotides, and/or modified linkages, such as phospharothicates. A stabilizing moisty can
be an indegral part of en aptamer composition, £.e., it is covalently bonded to the sptamer.
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[00217] Compositions of the invention inojude high molecular weight aptamer
compositions in which two or mare micleic acid moietiss are covalenfly conjugated to at least
one polyalkyions glycol moisty. The polyalkylens glycol moicties serve as siabilizing
modoties. In compoaitions whexe a polyalkylens glycol moisty is covalently bound st cither
end to an aptamer, such that tho polyalkylens glycol joing the nucleic acid moisties together
in one molecule, the polyalkylene glycol is said to bo a Enking moicty. In such compositions,
the primary structure of the covalent molecule includes tho Linear arrangement mclsic acid-
PAG-nucleic acid. One example is a composition having the primary structore nocleic acid-
PEG-muoleic noid. Another example is & lincar arrangement of: muclédc acid — PRG — mucleic
acid — PEG — mucleic acid.

[00218] To produce the moleic acid—PEG—mcleic acid conjugatn, the nnoleis acid is
originally synthesized such that it bears a siugle reactive site (¢.g., it is mono-activated). Ina
prefirred embodiment, this reactive site 1s an amino group introduced at the 5°-termimms by
addition of a modifier phosphoramidite as the last step in solid phase synthesis of the
oligonneleotide. Following deprotection and purification of the modified oligonucleotids, it
is reconstitated et high concentration in a solution that minimizss spoataneous hydrolysis of
the activated PREG. In a prefizred embodiment, the concentration of oligomcleotide is 1 mM
and the reconstituted solution containe 200 mM NaHCOs-buffer, pH 8.3. Synthesis of the
canjugate is initiated by slow, step-wise addition of highly purified bi-functional PEG. In a
prefarred embodiment, the FEG diol is activated at both ends (bi-activated) by derivatization
with succinimidyl propionate. Following reaction, the PEG-nucleic acid conjugate is purifiod
by gel electrophoresis or Kquid chromatographry to sopamate fully-, partially-, and un-
conjugated species. Multiple PAG molecules concatensted (e.g., as random or block
copolymers) or amaller PAG chains can be linked to achieve various lengths (or moleoular
weights). Non-PAG linkexs can be used between PAG chaius of varying lengths.

[00219] The 2°-O-methyl, 2'-fincro and other modified nuclaotide modifications siahilizn
tho aptamer against nuoleases and increese its half lifb in vive, The 3°-3°-dT cap also
increases exommclease resistence. See, e.g., U.S. Patents 5,674,685; 5,668,264; 6,207,816;
and 6,229,002, each of which is incorpomted by referenco herein in its entirety.

[00220] High molecular weight PAG-mucleic acid-PAG conjugates can be prepared by
reaction of a mono-fimetional activated PEG with a micleic acid containing more than one
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Teactive alte. In one embodiment, the mcleic acid ia bi-resctive, or bi-activaind, and contains
two reactive sites: 8 5°-amino group and a 3’-amino group introduced into fhe oligonucleotide
through conventional phosphoramidite synthesis, for example: 3'-5'-di-PEGylation as
illostrated in Figure 6. Innlmtiwmbodi_mmh,moﬁwdhumhinhodlmdll
infernal positions, using for example, the 5-position of pyrimidines, the 8-position of purines,
or the 2’-position of ribose as sitos for attachmeant of primery amines. In such embodiments,
the mucleic acid can have sevoral activated or reactive sites and is szid to be multiply
activated. Following synthesis and purification, the modified cligomuclpotide is combined
oligomuolsotide reactive sites while minimizing spontaneons hydrolysis. In the preferred
embodiment, monomethoxy-PEG is activated with succinimidyl propionate and the conpled
reaction is carried out at pH 8.3. To drive synthesis of the bi-substituted PEG, stoichiometric
excess PEG is provided relative to the olignmclectide. Following reaction, the PEG-nucleic
. acid conjugate is purified by gel electrophoresis or liquid chromatography to separate fully,
partiaily, and un-conjugated epocies.

[00221] The linking domains can also have one or more polyalkylene glycol moisties
attnchod thereto. Such PAGs can be of varying lengths end mey be usad in sppropinto
combinations to achisve the desired molacular weight of the compoesition.

[00222] Tho effect of a particular linker can be inflvenced by both its chennical
camposition and length. A linker that is too long, too short, or forms unfkvorable steric
and/ox ionic interactions with the I1.-23 and/or I1.-12 will preciude the formation of complex
between the sptamer and 11.-23 and/or IL-12. A linker, which is Jonger than noccasary to
span the distance between mucleic acids, may reduce binding stability by diminishing the
offective concentration of the ligand. Thus, it is often necessary to optimiize linker
compositions and lengths in order to maximize the affinity of an sptamer to & target.

[00223] All publications and patent documents cited herein are incorporated herain by
refirence as if each such publication or document was specifically and individually indicated
to be incorporated heroin by reference, Citation of publications and patent documents is not
intended as an sdmission thet any is pertinent prior art, nor doos it constituto any admission
a8 to the contemts or date of the ssme. The invention having now boen described by way of
writtem description, those of ekill in the art will recogmize that the invention can be pmcticed
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in » varisty of embodiments and that the faregoing description and examples below are for
purposes of illustration and not limitation of the claims that follow.

[00224] Several SELEX™ strategios were employed to ganemts ligands with a varisty of
specificities for IL-23 and IL-12. One scheme, designed to produce aptamers specific for IL-

23 ve. IL-12, includod I1.-12 in & nogative sclection stop to oliminate xptxmers that recognive -

the common subuanit and select fir sptamers specific to IL-23. A soparato SELEX™ scheme
in which I1-23 and I1.-]12 were altermated every other round elicited sptamers that recognized
the common subumit and therefore Tecogmized both protuins. In Examples 1A and 1B,
selections were done with 2°-OH puarine and 2°-F pyrimidine (fRfY) contsining pools.
Clones from these seloctions were optimized based on their binding affinity and efficacy in
blocking I1.-23 actlvity in a cell based assxy. In addition, selections with 2'-OMo nucleotide
oontaining pools, Le., rRmY (2°-OH A and G, and 2'-OMe C and U), rGmH (2’-OH G and
2'-OMs C, U, A), and dRmY (deoxy A and G, and 2-OMbs C snd U) are described in
Exammples 1B, 1C, and 1D below.

[00225] Three selections were performed to identify aptamers to human (“4”)-IL-23 using

2 pool conxisting of 2°-OH purine (ribo-purines) and 2°-F pyrimidine mucleotides (cREY
conditions). The first selection (b-1L-23) was a direct selection sgrinst b-IL-23, which is
comprised of p19 snd p40 domains. The secand selection (X-IL-23) utilized h-IL-23 and b-
IL-12 in aiternating romnds to drive selection of aptamers to the common sobunit between the
two proteins, p40. In the third saloction (PN-IL-23), b-JL-12 was included in the negative
scloction atep to drive enrichment of aptxmen binding to tho subdomain mique to h-IL-23,
p19. As desctibed below, the starting matarial for this thind selection, Le., the PN-1L-23
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seloction was a portion of the pool from the h-IL-23 solection, soparated from the remainder
of the b-I1-23 pool after two rounds of solection against h-11.-23 protein. All three selaction
strategies yielded aptemers to b-IL-23, Several aptamars are highly specific for h-1L-23,
sovara] show cross resctivity botwoen h-11-23 and h-IL-12, and one 13 more specific for h-IL-
12 va. b-IL-23.

[00226] Round 1 of the h-1L-23 and the PN-IL-23 selection began with incubation of
2x10™ molecules of 2'F pyrimidine modified ARC 212 pool (S88Q ID NO 8)

(5’ gEgaanngegraucauscacanga-N40-gouocgecagagacoaacogagaa3®), including a spike of o«™'P
ATP body lsbeled poal, with 100 pmoles of IL-23 protein (R&D, Minneapolis, MN) in a
final volume of 100 pL for 1hr at room temperature. The sarles of N's In the template (SEQ
ID NO §) can be any combination of mucleotides and gives rise to the unique sequence region
of the resulting sptamers.

[00227] After Rownd 2, tho pool was divided into two cqual portions, one portion was used
for subsequent rounds (f.e, Rounds 3-12) of the h-I1.-23 selection and the other partion was
wsod fixr the subsoquent rounds (£.e., Rounds 3-11) of the PN-IL-23 selection. Round 1 of the -
X-IL-23 sclection was condncted similarly, except the pool RNA was incubated with 50
pmoles of h-IL-23 and 50 pmoles of h-IL-12, .

[00228] All selections were performed in 1X SHMCK tuffer, pH 7.4 (20 mM Hepes pH
7.4, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCh, 1 mM CaCl;). RNA:h-T1.-23 complexas and
fiee RNA moleculos ware separated uging 0.45 pim nitrocalinlose spin columns from
Schieicher & Schuell (Keeno, NH). The columms were pre-washed with 1 mL 1X SHMCK,
and then the RNA -protein containing solutions were added to the columns and spun in a
centrifage at 1500 g for 2 minutes. Buffer washos were porformed to remove nonspecific
binder from the filters (Round 1, 2 x 500 uL 1X SHMCK; in Iater rounds, more stringent
washes of increaged number and volume to enrich for specific binders), then the RNA:protein
oomplexes ettached to the filters were eluted with 2 x 200 L. washes (2 x 100 L washes in
later rounds) of elution buffer (7 M urea, 100 mM soditm acetats, 3 mM EDTA, pre-heated
to 95°C). The cluted RNA was phenol:chloroform extracted, then precipitated (40 pug
glycogen, 1 volome isopropanol). The RNA was roverss transcribed with the Thermoscript”
RT-PCR systom (Invitrogen, Carisbad, CA) according to the masmficturer’s instructions,
vsing the 3’ primer 5'ttcicggtiggioictgeeggage 3' (SEQ ID NO 10), followed by smplification

by PCR (20 mM Tris pH 84, 50 mM KCl, 2 mM MgCl;, 0.5 pM of 5° primer
64



WO 2005086833 PCT/US2003007666
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S'tnatscgacteactatagggaasagogantoatacacasga 3' (SEQ ID NO 9), 0.5 pM of 3* primer (SBQ
1D NO 10), 0.5 mM each ANTP, 0.05 unite/pL Taq polymemss (New Engiand Biolabs,
Bovardy, MA)). PCR resctions were dono under the following cyoling conditions: u) 94°C for
30 soconds; b) 55°C for 30 seconds; ©) 72°C for 30 scconds. The cycles were repested until
mfficient PCR product was generated. The minimum mmmber of cycles required to genemie
mfficient PCR product is reported in Tables 1-3 below as the “PCR Threshold™.

[00229] The PCR templates ware purified using the QIAquick PCR purification kit
(Qingen, Valencia, CA). Templatos wero trnscribod using @™P ATP body Iabeling
overnight at 37°C (4% PEG-8000, 40 mM Tris pH 8.0, 12 mM MgCh, 1 mM sparmidine,
0.002 % Triton X-100, 3 mM 2°0H purines, 3 mM 2°F pyrimidines, 25 mM DTT, 0.0025
unita/pl, Inorganic pyrophosphatage, 2 pg/ml. T7 Y639F single mutant RNA polymemse, 5
BCi a™P ATP). The reactions were desalted using Bio Spin columns (Bio-Rad, Hercules,
CA) according to the mamufacturer’s instructions.

*[00230] Subsequent rounds of all three sclections were repeated uaing the szme method as
for Roand 1, except for the changes indicated in Tebles 1-3. Prior o incubation with protein
" target, the pool RNA was passed through a 0.45 nyicran nitrocellulose filter colomn to
remove filter binding sequences, then the filttrate was carried on into the positive sclection
stop, In aherpating rounds the pool RNA was gel purified. Tranacription rosctions wero
quenched with 50 mM EDTA and ethanol precipituted then parified on a 1.5 mm denatoring
polyacrylamide gol (8 M urea, 10% acrylamide; 19:1 acrylamide:bisacrylamide). Pool RNA
was removed from fhe gel by electroelution in an Rlutrap® spparatus (Schlcicher and
Schuell, Keene, NH) at 225V for 1 hour in 1X TBE (90 mM Tris, 90 mM boric acid, 0.2 mM
EDTA). The ehited material was precipitated by the addition of 300 mM sodium acetate and
2.5 volames of ethanol.

{00231] The RNA remained in axcess of tho protein throughout the selections (~1-2 pM
RNA). The protcin concentration was 1 uM for the fixst 2 rounds, and then wes dropped to
varying lower concantrations based on the particular selection. Caompetitor tRNA was added
to the binding roactions at 0.1 mg/mL starting at Round 3 or 4, dopending on the sclection. A
total of 11-12 rounds were completad, with binding assays performed at seloct rounds.
Tabics 1-3 balow containg the selection details used for the IRfY selections vaing the h-TL-
23, X-IL-23, end PN-IL-23 selection strategies; including pool RNA concentration, protein

concentration, and fRNA. concentration used for each round. Elution values (mtic of CPM
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values of protein-bound RNA versus total RNA flowing timough the filter colunm) along with
dot blot binding asssys were used to manitor selection progross.

@

[00232] Tablel. Conditions used for h-IL-23 Selection

RNA
pool protein | ERNA
Round | comc | protein | come PCR
# M) | type (M) | (mg/ml) | neg | %elution | Threshold
1 33 IL-23 1 0 | none 4.38 10
2 ~1 IL-23 1 0| NC 0.85 10
3 0.8 Ir-23 0.75 0| NC 109 8
4 ~] IL-23 0.3 01] NC 0.53 3
5 1 IL-23 0.1 01| NC 1.72 11
6 ~1 IL-23 0.1 01| NC 0.11 12
7 1 IL-23 0.1 01] NC 1.15 8
8] ~05 1L-23 0.05 0.1| NC 0.12 11
9 051 IL-23 0.05 0.1| NC 3.54 8
10| ~05 IL-23 0.05 01| NC 0.18 12
11 0.5 1L-23 0.025 01| NC 1.09 12
12| -~05 IL-23 0.025 01| NC 0.07 12
[00233] Table 2. Conditions used for X-J1-23 Seleotion
RNA
pool protein | tRNA
Round | conc | protein | come con¢ PCR
# (M) | type | (uM) | (ng/mL) | neg | %elution | Threshold
IL-23/ 0.5
1 33| 12 cach 0| nome 15 10
IL-23/ 0.5 NC
2 ~1| IL-12 each 0 0.56 10
3 08| IL-12 0.75 0 NC 0.58 13
4 ~1| IL-23 0.75 0.1 NC 037 B
5 1| IL-12 05 0.1 NC 038 11
6 ~1| IL-23 0.1 0.1 NC 0.08 12
7 1| IL-12 0.1 0.1 NC 0.50 9
8| ~05| IL-23 0.05 0.1 NC 0.10 11
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9 05| IL-12 005 0.1 NC 0.83 11

10] -~05] IL-23 0.05 0.1 NC 0.17 8

1 05| IL-12| 0.025 0.1 NC 091 12

12| ~05| IL-23| 0.025 0.1 NC 0.05 12

[00234] Table 3. Conditions used for PN-IL-23
neog
ENA IL~-
poal profeln | {ENA 12
Round | conc | proieim | come eone coue PCR
# M) | type | (M) | (mg/ml) neg (M) | Yelution | Threahald

1 33| -3 1 0 none 0 438 10
2 ~1| IL-23 1 0 NC 0 085 10
3 08| IL-23 0.75 0.1 | NC/IL-12] 0.73 1.15 10
4 ~1f IL-23 0.75 0.1 | NCAIL-12| 0.75 0.59 10
5 07| IL-A 05 0.1 | NCIL-12| 05 4.19 10
6 ~1] IL-23 0.1 0.1| NCIL-12| 05 0.05 14
7 1{ IL-23 0.1 0.1 | NC/IL-12| 05 038 0]
8 ~1| IL23 0.1 0.1 | NCAL-12{ 03 0.18 15
9 1] IL-23 0.1 01| NO/IL-12| 0S5 2.81 3

10 ~1| 23 0.05 0.1 | NCIL-12| 05 021 10

11 ~1| IL-23. 0.05 01| NCIL-12| 035 135 12

ﬂnwghnutﬂ:e mwmﬁ-mwmdﬂ-m Traco 2p-

labaled RNA was combined with  dilution series of h-JL-23 and incubsiod at room
tempersture for 30 minutes in 1X SAMCK (20 mM Hepos, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 -
mM MgCl, 1 mM CaCl, pH 7.4) phus 0.1 mg/mL tRNA for a final volume of 20 L. Tho
binding reantions were snalyzed by nitrocellnlose filtration nsing & Minifoki I dot-blot, 96-
well vaoumm filtration manifold (Sobleicher & Schuall, Koeno, NH), A three-lxyer filtmtion
modium was used, consisting (from top to bottem) of Protmn nitroceleloss (Schisisher &
Schuall), Hybond-P nylon (Amersham Biceciences) and GB0G2 gel blot paper (Soklaicher &
Schmall). RNA that is bound to protein is capiared on the nitrocellnloss filter, wheroas the

non-profein bound RNA is captured on the nylon filter. The gel blot paper was inclnded
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simply as a supporting medium for the ofher filters. Following filtration, the filter layers
‘ware seperated, dried and exposed on a phosphor screen (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) end quentified using & Storm 860 Phosphorimager® blot imaging system
(Amezham Bicsciences).

[00236] 'When a significant positive mtio of binding of RNA in the prosence of b-1L-23
vervus in the sheonce of b-I1-23 was sean, fhe pools wore oloned using & TOPO TA cloning
kit (lnvitrogen, Carlsbad, CA) according to the menuficturer’s instructiona. For the h-IL-23
and X-1L-23 selections, the Round 8 pool tamplates wewe cloned, and 32 individual clones
from each selection wero assxyed in a 1-point dot blot screen (/- 75 oM h-1IL-23, as well as a
separato soroon at +- 75 nM b-I1-12). For the PN-IL-23 seloction, the Round 10 pool was
clonad and sequenced, and 8 unique clones were assxynsd for protein binding in a 1-point dot
blot screem (+/- 200 nM h-~I1.-23 and a separain soroen at +/- 200nM b-IL-12). Subsoquently,
the Ronnd 10 PN-11.-23 pool was re-cloned for farther saquenses, as well as the R12 PN-IL-
23 poal, and the clonea were assxyed for protoin binding in a 1 point do blot sorean (+/- 100
oM b-I1-23 or +/- 200 nM h-TL-12). For Kp determination, the clone trenscripts were 5’end
Inbaled with y2P ATP. X valucs wero dstermined nsing a dilution serics of h-11L-23 (RAD
Systems, Minneapolis, MN) in the dot blot assay for all unique sequences with good +/- h-IL-
23 binding ratios in the initial sorcens, and fitting an equation describing & 1:1 RNA:protoin
complax to the resulting dets (fotion aptamer bound = amplitade*({TL-23}( Kp + [IL-23])
(EaleidaGmph v. 3.51, Synergy Software). Results of protain hinding characterizstion s
tabrlated in Table 4, Clonas with high affinity to h-JI-23 waro prepped and soreened for
functionality in call-based asaxys, deacribed in Exampls 3 below,

[00237] Table 4. fREY Clons binding activity (all measurements were made in the
presence of 0.1 mg/mL tRNA)

Round 8 b-TL-23 1-pt Screen Data

SEQ| Ciome |Xoll-23 | KpI12 | KoLy | #0123 | +AIL-12

IDNO| Name (M) (M) 1L-23 75aM | 750M
15| AMXB6B5| 1955 N.B. 5.79 1.01
27| AMXB6-CS 80.3 399.8 498 6 2.65
13 | AMXB6-DS 274 NB. 717 1.52
16| AMXB6D6 |- 25 NB. 9.82 143
24 | AMX36-B6 513 NB. 9.02 1.13
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22| AMX86-F6 69.1 NB. 1017 136
18 | AMX86-A7 57.7 667.9 11.58 399 1.59
14| AMX86-B7 111 934.1 842 7.81 146
20 { AMXB6-C7 1403 NB. 465 0.77
19| AMXB6-B7 2102 2675 127 6.79 123
21 | AMX86-F7 147 106.4 0.72 13.07 249
25 | AMXs6-H7 9.8 NB. 10.85 126
26 | AMX86-C8 107.1 NB. 528 117
23| AMXBs-D8| 2942 N.B. 6.87 1.08
17 | AMX85-G8 1337 24931 18.65 726 205

1-pt
Round 8 X-IL-23 Screen Data
IL-23 Kp IL-

SEQID Kp |TMA2Kp | 1/KpIL- | H-IL-23 | +HHIL-12
NO | CloneName | (M) (M) 23 75 aM 75 oMl
41| AMXB6-A9| 1905 NB. 3558 0.68 |.
35| AMXS6D9 2.7 8476 35.76 12.88 1.96
32| AMXS6CY 979 6728 6.97 6.07 1.86
33| AMXB6-G9| 1094 NB. 10.03 1.04
39| AMXSGHO| 1046 3315 3.17 1035 3.66
34| AMXB6-A10| 4609 2894 0.63 6.64 1.40
28| AMX36-B10 778| 10383 13.35 473 212
42| AMxseEl0| 2181 904.6 4.15 244 137
36| AMX86GI0| 7.7 356.1 4.8 9.88 241|
37| AMXS6-A11| 1572 124 1.16 705 3.23
29| AMXBG6-BIl| 1799 5950 33,07 923 1.69
30| AMXS6D11| 1989 1139 0.57 1026 259
38| AMXs&PI1| 255.64 540.6 2.11 733 2.87
40| AMXB6-HI1| 3669 2149 0.59 71.56 3.02
31| AMXS6FI12| 4237] 29103 6.87 11.88 2.51
PN-IL-23 Clones 1-pt Sereen Data

SEQ PNIL- | I3 | @z |+HIA28 | HHIL-D3 | +A1L-12

IDNO| Clone Name 23 |Ko(aM)| xp, |200mM | 100 aM | 200 iM
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Round M)
43 AMX B4-A10 RI10 23| NB. 39.6 2.9
44 AMX 84-B10 R10 218] NB. 27 13
45 AMX 84-Al1 Ri0 178| NB. 32.7 18
46 AMX 84-F11 R10 166| NB. 225 08
47 AMX 84-E12 R10 278] NB. 158 03
48| AMXB4CIO R10 943| NB. 17.7 22
45 AMX 84-C11 RI10 155| 2861 234 27
50 AMX84-Gil RIO| 2907 NB. 23 17
ARX33-plate]-
51 HO1 RI2 778| NB. 203 17
52 AMX 91-F11 RIO| 2017 NB. 114 22
53 AMX 91-G1 R10 23| NB. 522 1.7
" 54 AMX 91-BE3 RIO| 2053| NB MA 29
55 AMX 91-HY RIO| 2657| NB. 18.5 23
56 AMX 91-B3 RIO| 1485] NB. 112 0.9
57 AMX 91-AS RI10 63| .NB. 63 11
58 AMX 91-G7 RI2 66| NB. .l 19
59 AMX 91-B7 RI12 710] NB 4.7 14
60 AMX 91-B8 R12 176| 409.1 34.0 79
61 AMX 91-H8 R12 166| 2432 252 4.1
2 AMX 91-G9 RI2 330/ NB. 31.7 11
63 AMX 91-D9 R12 46) NB. 25.1 2.1
64| AMX91-G11 R12| 1044| NB. 125 17
65 AMX 91-C12 R12 307] NB. 729 19
66| AMX91-HI2 R12 608| NB. 48.6 12
N3B. = no significant binding obssrved

[00238] The nucleio acid sequances of tho TREY sptemers chamoterized in Table 5 are

given below. Tho vmiqua soquence of cach sptamer below begina ai mocleotide 25,
mmedistely following the sequance GGGAAAAGCGAAUCAUACACAAGA (SBQ ID NO
11) end runs until it meets the 3* fxed nuclels acid swquencs
GCUCCGCCAGAGACCAACCGAGAA (SEQIDNO 12).
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[00239] Unloss noted otharwise, individual scquences listed below aro roprosonted in the
5* to 3* orientation and represent the sequences that bind to IL-23 and/or IL-12 selected under
fREY SELEX" conditions wharein the purines (A end G) are 2'-OH and the pyrimidincs (U
and C) are 2°-flucro, Bach of the sequences listed in Table 5 muy bo derivatized with
polynikylene glycol (“PAG”) moicties and may or may not contain capping (e.g- & 3'-
inverted dT).

[00246] Tahle 5. fREY Clone sequences from h-11-23 Selection (Round 8), X-IL-23
Selection (round 8), PN-IL-23 Sclection (Round10/12).

b-1L-23 Seloction (Round 8)
SEQID NO 13 (AMX(36)-D5)

AACCOAGAA

SBEQ ID NO 14 (AMX(86)-B7)
OGGAAAAQCGAADCA
AACCGAGAA

VACACAAGAAUGAAUUOCGUCCACIGACOCO0GAUGAIITUCAGUIUCAGCTCOOCCAGAGALCT

SEQID NO 15 (AMX(86)-B5)

AACOGAGAA

SEQ ID NO 16 (AMX(86)-D6)

AACCOAGAA

SEQID NO 17 (AMX(86)-G8)
GOGAAAABCGAAUCAUACACAAGAUGAAAGGCG.

AACOGAOAA

SEQID NO 18 (AMX(86)-A7)
GOAAAAAGCOAAUCAUACACAAGAUCUCUUUGGCCAACOCAACAANGCUCUULUCOAACCUUGCGCUCCOCCAGAGACCA
ACCQAGAA

SEQ ID NO 19 (AMX(B6)}E7) _

SEQID NO 20 (AMX(86)-C7)
OGGAAAAGCOAAUCAUACACAAGAUGCOCUALIUUUGOCUGOGAATDGUAGCAUUGCUCAAGUAGCUCOOCTAGAGALC
AMACTOAGAA

SEQ IDNO 21 (AMX(86)-F7)
OOGAAAAGCOAATCAUACACAASATAIUGAACCUCUUGUOOGUCCOGAUGUUUNGCAAUGUOGAGCUCCACCAGBAGALS
AACCOAGAA

SEQ ID NO 22 (AMX(86)-F6)
n
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SEQ ID NO 23 (AMX(86)-D8)
CAACCOAGAA

SEQ ID NO 24 (AMX(86)-E6)

OOGAAAAGCGAAUCAUACACAAGATCGCAAAAGGATUUDGUCUCUACUCUCOGARIGUITUCAGUGCUCCICCAGAGALT

AACCGAGAA

SBQ ID NO 25 (AMX(86)-H7)

AACCOAGAA

SEQ ID NO 26 (AMX(B6)-CE)

CAACTOAGAA

SEQ ID NO 27 (AMX(86)-C5)

AACCGAGAA

X-L-23 Selection (Round 8)

SEQID NO 28 (AMX(86)-B10)
QOGAAAAQCOAAUCAUACACAAGAGAACOMIUA

CCAADCOAGAA

SEQ ID NO 29 (AMX(86)-B11)
QGGAAAAAQ
AACCOAQAA

SEQ ID NO 30 (AMX(86)-D11)
AACCOAGAA

SEQID NO 31 (AMX(86)-F12)
GOGAAAAGCOAAUCALACACAAGAGUAUUAAA

AACCOAGAA

SEQ ID NO 32 (AMX(8B6)-C9)
GOIAAAAGCOAAUCAUACACAAGACUCAUGEA

AACCOAGAA

SEQ ID NO 33 (AMX(86)-G9)
AACDOAGAA

SEQ ID NO 34 (AMX(86)-A10)
GOOAAAAODGAADCA!

ACCOAGAA

SEQ ID NO 35 (AMX(86)-B9)
GOGAAAADCOAALUCA

AGALC

UBAGCICUGTUGOACAGAUCTUUGIUACAGACCUCCIOCCARAGACT

UVAUGOCCUAGCAGCCTUOTAAGOOAUCAUUCUOCUCCOCCAQAGALTC

UACACAAGAGGUUGAGUACGACGOAGUCNUGGCUAACACOOAAACUAGAGCUCCGCCAGAGALC

AACCGACAA
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SEQ ID NO 36 (AMX(86)-G10)
GOGAAAADDGAAVUCA

UACACAAGAOUCADOOCUUACAAUUGAAACAAGARCUCGOQUGALACAUGCUCCOCCAGAGACT
AADCGAGAA

SBQ ID NO 37 (AMX(B6)-A11)

AACCOADAA

SEQ ID NO 38 (AMX(B6)-F11)

AACCOAGAA

SBQ ID NO 39 (AMX(86)-H5)

AADCAACOG

SEQ ID NO 40 (AMX(86)-H11)

CCAACCOABAA

SEQ ID NO 41 (AMX(86)-A9)

AACCGAGAA

SEQ ID NO 42 (AMX(86)-E10)
OGGAAAADCGAALCAUACACAAGA)

UUGUCTUCAGAUUGIUCACUCCCAVUULRIUUCOCUUAA COOCUCCOCCAGANALT
AACCGAGAA

PN-IL-23 Selection (Round 10 and 12)
SEQ ID NO 43 (AMX(84)-A10)
GOGAAAAGCOAADCALL

CAACOGAGAA

SEQ ID NO 44 (AMX(84)-810)
GOGAAAAGCAAAUCAL.

AACCOAGAA

SEQID NO 45 (AMX(84)-A11)
GOGAAAACCAAAUCAUACACAAL

AGAGIUAUTUGGUTIGOOGAGCAACUCGUGUCAGCOGUCAGCUCOOOCAGAGALC
AADDOAGAA

SRQID NO 46 (AMX(84)-F11)
OO0AAAAGDGAADVCATIACACAAG

ADGUOCTUGATUUAAAUCUCALCOUCCOORTUGOGGALAUGCUCOOCCABAGACC
AACCRAGAA

SEQ ID NO 47 (AMX(84)-E12)
OGGAAAAGCOAA

AACCOAGAA

SEQ ID NO 48 (AMX(84)-C10)
QOGAAAAGOOAAVCAUACACAAGAGAUGUAI

UUCAGQCAGUOCGCAUUGAUGUCAGUUALGOGUAOCUCOGOCAGAGACT
AACCGAGAA
' 73
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SEQ IDNO 49 (AMX(B4)-C11)

AACOBAGAA.

SEQ ID NO 50 (AMX(84)-G11)

AACOGAGAA

SEQ ID NO 51 (ARX33-plate]-H01)

ACCGAGAA

SEQ ID NO 52 (AMX(91)-F11)

AACCGAGAA

SEQ ID NO 53 (AMX(91)-G1)

AACOOAGAA

SEQ ID NO 54 (AMX(91)-E3)

AACCTAGAA

SEQ ID NO 55 (AMX(9
OOOAAAAGOGAAUCA

1)-H3)
UACACAAGACAUUGUOCHIUAUCACGUGGOUGALAACGACGAAANTAIAUGCUCCGCCAGAOACT
AACCOAGAA

SEQ ID NO 56 (AMX(91)-B5)

CAACDOAGAA

SEQ ID NO 57 (AMX(91)-A6)
GOOAAAAGORAATICA!

UACACAAGAUIGGCAALGUGACCUUCAACCCUTUUCOCBAUGA ACATUGOCUOCNOCADAGALT

AACCOAGAA

SEQ IDNO 58 (AMX(91)}-G7)

AACCOIAGAA

SEQ ID NO 59 (AMX(91)-H7)
GOGAAAANCCAAUCAUACACAAGACUUAUCOCCUCAAGGOGOGUAALAAACCCABCGUIUGCAUGCUCCICCAGAGACT
AACOGAGAA

SEQ IDNO 60 (AMX(91)-B8)

CAACOGAGAA

SEQ ID NO 61 (AMX(91)-HE)
GOGAAAAGCOAA!
CAACCOAGAA

SEQ ID NO 62 (AMX(91)-G9)
74
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AACCOAGAA

SEQ IDNO 63 (AMX(91)-D5)

AACOOAGAA
SEQIDNO 64 (AMX(91)-G11)

AACTIGAGAA

SEQIDNO 65 (AMX(91)-C12)

AACCGAGAA

SEQ ID NO 66 (AMX(91)-H12)

AACCGATGAA .

[00241) Those sequences having binding activity to the IL.-23 target proteins as
determined by the dot blot binding aseay described sbove, and that were functional in oell
bascd assays (described below in Example 3), wero minimized (desaribed below in Examplo

UUCCAUAAGGAAUAUGCUCCOCCAGAGACC

[00242] Two selections were performed to identify aptamers containing ribo/2’O-Methyl
muclectides. One selection used 2°C-Methyl A, C, and U and 2'OH G (rGmH), and the other
selection used 2°-OMe C, U and 2'-OH G, A (tRmY). Both selections were direct selections
against h-JL-23 which had been immohilized on a hydrophobic plate. No steps were taken to
bias nelection of aptamers specific for the p19 or p40 subdomains. Both selections yislded
pools sigaificantly eariched for b-IL-23 binding versus nalve, unselected pool. Individual
clone sequences are reported herein, and h-Y1.-23 binding dats is provided for sslected
individoal clones. \

[00243] Fool Preparstion. A DNA template with the sequence 5°—
GGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN»CGCTGTCGATCGATCGATCGATG-3’
(ARC256) (SEQ ID NO 3) was synthesized using an ABI EXPEDITE™ DNA synthesizer,
and deprotected by standard methods. The series of N3 in the DNA template (SEQ ID NO
3) can bo sy combination of nucleotides and gives rise o the unique sequence region of the
resulting aptamers.

75



WO 2005085835

[00244] The templato was amplified with the 5° primer 5°-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTICTAC-3' (SEQ ID NO 67) and
3" primer 5'-CATCGATCGATCGATCGACAGC-3’ (SEQ ID NO 68) and then used as a
templato for in vitro transcription with Y639F single mutant T7 RNA polymerase,
Trenacriptions were dono at 37° C overnight using 200 mM Hepes, 40 mM DTT, 2 mM
sparmidine, .01% Triton X-100, 10% FEG-8000, 5 mM MgCh, 1.5 mM MnCl,, 500 uM.
NTPs, 500 yM GMP, 0.01 unite/ul. inorganic pyrophosphatase, and 2 pg/ml Y639F single
mmiant T7 polymemse. Two different compositions weze transcribed, rGmH, and rfRmY.

[00245] Scloction. Each round of solection was initiated by immobilizing 20 pmoles of b-
1IL-23 to the surfice of Numo Maxizorp hydrophobic plates for 2 hours at room temperature in
100 uL of 1X Dulbecco’s PBS (DPBS (+Ca*", Mg?")). Tho supematant was fhen removed
and tho wells were washad 4 times with 120 pL wash buffr (1X DPBS, 0.2% BSA, and
0.05% Tween-20). Pool RNA was hested to 90°C for 3 minutes and cooled to room
temperature for 10 minntes to refold. In Round 1, a positive selection step was conducted.
Briefly, 1 x 10" molscules (0.2 nmoles) of pool RNA were incubated in 100 pL binding
‘buffer (1X DPBS and 0.05% Tween-20) in the wolls with immobilized protein tacget fior 1
hour. The supernatmit was thon removed and the wolls wore washed 4 times with 120 plL
wash buffer. In subsequent rounds a nogative selection step wes inchuded. The pool RNA
wid also incubated for 30 minutes at room tempersture in emply wells to remove any plastic
‘binding sequences from the pool beforo the positive selection step. The nnmber of washes
was inoreased after Round 4 to increase stringency. In all cases, the pool RNA bound to
fmmobilized h-IL-23 was reveme transcribed directly in the selection plate by the addition of
RT mix (3’ primer, (SEQ ID NO 68), and Thermoscript” RT, (Invitrogen, Carlsbad, CA)
followed by incubation at 65°C for 1 hour.

[00246) The resulting cDNA was used as a template for PCR using Taq polymerase (New
England Biolabs, Beverly, MA). “Hot start” PCR conditions coupled with a 60°C annealing
temperature were used to minimize primer-dimer formation. Amplified pool template DNA
was dosalted with a Centrigep columu (Princeton Separations, Adelphia, NJ) according to the
manufacturer’s recommended conditions, and nsed to transcribe the pool RNA for the next
round of selection. The transcribed pool was gel purified on a 10 % polyacrylamide gel
overy round. Tabloe 6 shows the RNA concentration used per round of selection.
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[00247] ‘Table 6. RNA pool concentrations par round of selection.

Round rRmY rGmH

(pmales pool nsed) | (pmoles pool need)

1 200 200
2 110 40
3 65 100
4 50 170
5 80 100
6 100 110
7 50 70
8 120 60
9 120 80

[
(-]

130

]
(]

110

PCT/US2005/007666

‘[00248] Ths selection progress was monitored nsing the dot blot sandwich filter binding
assay as doscribed in Examplo 1A. The 5'- ®P-labeled pool RNA was refolded at 90°C for 3
minutos and cooled to room temperstare for 10 mimites, Next, pool RNA (tmce
concentration) was incubated with h-IL-23 DPBS plns 0.1 mg/mL tRNA for 30 minutes at
room temperatnre and then applied to a nitrocellulose and nylon filtex sandwich in a dot blot
appanstus (Sohleicher and Scimell). The percentage of pool RNA bound to the nitrocellulose
waa calculated and monitored spproximately every 3 rounds with a single point screcn (+-
250 oM h-I1-23). Pool Kp measurements were measured using a titration of h-IL-23 protxin

(R&D, Minneapolis, MN) and the dot biot apparatus as described sbove.

[00249] Tho rRmY h-IL-23 selection was enriched for h-IL-23 binding vs. the nalve pool
after 4 rounds of selection (data not shown). The selection atringency was incroased and the
salsction was continned for 8 more ronnds. At Round 9 the pool Kp was spproximately 500
oM or higher. The 1GmH selection was cariched over the nalve pool binding at Round 10,
Tha pool Kp was also spproximately 500 nM or higher. Pigore 7 is a binding curve of tRmY
and rGmH pool selection binding to h-TL-23. The pools were cloned using TOPO TA
cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) and individual sequences were genemated and tested
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for binding. A single point binding screen was initially performed on all cruds rRmY olons
transcriptions using & 1:200 dilution, +/- 200 oM IL-23, plus 0.1 mg/m. competitor tRNA_ A
10 point screen was then performed on 24 of the fRmY clones which showed the best binding
in the singls point screen. The 10 point screen was performed nsing zero to 480 aM IL-23 in
3 fold seria] dilutions. Binding curves were gemerated (KaleidaGreph v. 3.51, Synergy
Software) and Kps wero cstimated by fitting the data to the equation: fraction KNA bound =
amplitnde*[h-IL-23)Kp + [5-1L-23]). Tablo 7 bolow shows the soquance data for the tRmY
selected sptxmers that displayed binding effinity for b-IL-23. There was ono group of 6
duplicate soquences and 4 pairs of 2 duplicate sequences out of the rRmY clones genemted.
Tablo 8 ahows the binding characteristics of the tRmY clones thus testod. Clones were also
testod from 48 crude rGmH clons transcriptions at a 1:200 dilotion and 0.1 mg/ml, tRNA was
used ag competitcr. The averuge binding over background was only about 14%, whereas the
average of the tRmY clones in the smme aseay was about 3096, with 10 clones higher than
40%. The sequances and binding cheracterization of the rGmH clones tested aro not shown.

[00250] The mucleic acid sequences of the IRmY eptamers chamcterized in Table 7 are
given below. The uniquo sequence of cach aptamer in Table 7 bogins at mucloctide 23,
immedixtoly following the sequence GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO
69), and runs watil it meets the 3'fixed mucleic acid soquence
GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO 70)-

[00251] Unless noted otherwise, individnal saquences listed below arc represented in the
5 to 3’ arientation and represent the sequences of the aptamers that bind to IL.-23 and/or IL-
12 selectod under rRmY SELEX" conditions whezein the purines (A and G) are 2°-OH and
the pyrimidines (U and C) are 2°-OMeo, Each of the saquences listed in Table 7 may be
derivatized with polyalkylene glycol (“PAG") moicties and may or may not contain capping
(eg., 2 3'-invertsd dT).

[0002] Tabie 7 ~RmY (Round 10) Sequences

SEQIDNO 71
GGAAGADGAGAGAACTUUCUACAAAUIAGAGCAGGCCOAAGAGGA GUCOCUCACUGUCGAUCGAUCOAUCIALG

IDNO 72
c?&mnmmuucummmmmmmm

SEQIDNO B
OOOAGACOAGAGAACTUUCUACAAAUGAGAGCAGOCCEAAAAGGAGUCGCUCACUGUCTAUCTAUCIALICALD

SEQ ID NO 74
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GOGAGAGGAGAGAACTUUCUACOGUAAAGCAGGCUGACUGAAAGGUUGAAGUCGCUGUCOAUCGALICGAICGAUG

SBQIDNO 75
OGGAGAGGAGAGAACGUUCUACAGGUUAAGAGCAGOCUCAGOAAUGAAAGUCOCUGUCOADCAAUCOAUCTALK

SEQID NO 76
OGAAGABGAGAGAACGUUCUACAACAAAGCAGOCUCAUAGUAAUAUGGAAGUCIICUGRUCAUCTAUCGAUCTAUG

SBEQIDNO 77
GOCGAGAGGAGAGAACIUUCUACAACAAAGCAGOCUCAUAGUAAUAUGRAAGUCOCTGUCGAUCOALICOALICOALG

SEQIDNO 78
GOGABAGGAGAGAACGUUCUACAAAAGAGAGCAGOCCRAAAAGGAGUCOCUCGCUFUCAAUCIALICAALICGATG

SEQIDNO 79
G0GAGANGAGAGAACGUUCUACAAAAGGCAOGCUCAGOOAAUCACTUGGAAGUCOCUUCOALCAAUCGAUCTAUD
SEQIDNO 80 -
GOGAGAGGAGAGAACGUUCUACAAGALUAUAATUAAGGAUAAGUOACAAAGGAGACOCUGUCEAUCGAUCGAUCIAUG

SEQ ID NO 81
GOAACAGGAGAGAACTUUCUACGAADGAGAGCAGOCCAAAAAGGASUCGCICACUGUCAUCGAUCGAUCGALG

SEQID NO 82
GOGACAGGAGAGAACTIUCUACGAGATBOCAAGASAGAGUCTOCALIAAAAA AGACOCUGUCOAUCIAUCQAUCOAUG

SEQID NO 83 :
GOGAGAGGAGANAACGUUCUACGCAOGCUGUCGUAGACAAACAAUGAAGUCOCOCUGUCGADCOALICGATCOAUG

SEQ ID NO 84
GOGAAGGAGABAACGUUCUACTGAAAAAGAUAUGAAAGAAAGGAIUAAGAGACGCUGUCAAUCTAUCGAUCTALG

SEQ ID NO 85
GOGAGAGGAGAGAACGUUCUACAGAAGONAACAANAGCACUGUUUGUGCAGGCOCUGUCGAUCNAUCRAUCNAUD

SEQ ID NO 86
OOGAGAGGAGABAACGUUCUACUAAUGCASGCUCAGULACTACUGGAAGUCGCUGUCGAUCAAUCGAUCAALG

SEQID NO 87
AGGAGAGGAGAD

SEQIDNO 88

[00252] Table 8 —xRmY IL-23 Clone Binding Data.

| 52Q | 23Xk |
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ID No. (M)
T2 2114
83 82
86 2193
80 37863
75 4794
74 2570
81 3032
77 2589
73 1014
88 10).2
84 602.5
78 123.7
76 T2
87 1223
71 124.0
85 2399
82 198.6
79 806.7

**A gsays performed in 1X DPBS (+Ca®™, Mg?"), 30 min RT inoubation
**R&D I1.-23 (carrier froe protein)

[00253] An altornative selection was performed to obtain stabilized aptamers specific for
TL-23 using deoxy purines (A and G) and 2'-0-Me pyrimidines (C and U) using the h-1L-23
stmiogy.
[00254] Poo] Preparation. A DNA template with the sequence 5°—
GGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN»CGCTGTCGATCGATCGATCGATG-3’
(ARC256, SEQ ID NO 3) was synthesized using en ABI EXPEDITE™ DNA synthesizer,
end deprotected by standard methods. ‘The series of N”a in the DNA template (SEQ ID NO
3) can be any combination of nucleotides and gives rise to the unique saquence rogion of the
resulting aptumners. The templates were amplified with the 5° primer  5°-
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TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC-3' (SEQ ID NO 67) and
3’ primer 5’-CATCGATCGATCGATCGACAGC-3’ (SEQID NO 89) and then usod asa
template for in vitro tenecription with Y639F single mutamt T7 RNA polymeraso.
Transcriptions were dono at 37° C overnight using 200 mM Hepes, 40 mM DTT, 2 mM
spermidine, 0.01% Tiiton X~100, 10% PEG-8000, 9.6 mM MgCls, 2.9 mM MuCl, 2 mM
NTPs, 2 mM GMP, 2 mM spermine, (.01 units/uL, inorganic pyrophosphatase, and 2 ug/mL
'Y639F single mutant T7 polymersse.
[00255] Selection: Bach round of selection was initisted by immobilizing 20 pmoles of h-
IL-23 to the surface of Nunc Maxisorp hydrophobic plates for 1 hour at room temparainre in
100 pL of 1X PBS. The supcmatant was then removed and the wells were washed 5 times
with 120 pl. wash buffer (1X PBS, 0.1 mg/m], tRNA and 0.1 mg/m] salmon sperm DNA.
(“ssDNA™)). In Round 1, a positive selection step was conducted: 100 pmoles of pool RNA
(6 x 10" unique moleculos) were incubated in 100 pL binding buffer (1X PBS, 0.1 mg/mL
fRNA and 0.1 mg/mlL ssDNA) in tho woells with immcbilized protein terget for 1 hour. The
supernatant wes then removed and the wells were washed 5 times with 120 pl. wash buffor.
In subsequent rounds s nogative selection step was included. The pool RNA was also
incubated for 1 hour at room temperataro in empty wells to remove any plastic binding
sequencos from the pool before the positive selection step. Starting at Round 3, & second
negative seloction step was introduced. The target-immobilized wells wero blocked for 1
hour at room tempesature in 100 pL blocking buffer (1X PBS, 0.1 mg/mL tRNA, 0.1 mg/mL
ssDNA and 0.1 mg/mL BSA) before the positive selection step. In all casos, the pool RNA
bound to immabilized h-IL-23 was reverse transcribed directly in the selection plato after by
the addition of RT mix (3* primer, (SEQ ID NO 89)), and Thermoscript” RT (Invitrogen,
Carisbad, CA), followed by incubation at 65°C for 1 hour. The resulting cDNA was used as
a template for PCR (Taq polymerase, New England Biolabs, Beverly, MA). “Hot start” PCR
conditions coupled with a 68°C anncaling temperature were used to minimize primer-dimer
formation. Amplified pool template DNA was dosaited with a Micro Bio-Spin colunm (Bio-
Rad, Hercules, CA) according to the mamuficturer’s recommended conditions and used to
program transcription of ths pool RNA for the next round of selection. The tmnscribed pool
was gol purified on a 10 % polyscrylamids gel every romnd.
sendwich filter binding assay proviously described in Example 1A. The 5'- 2P-labeled pool
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RNA (tmoe concenimtion) was incubated with h-IL-23, 1X PBS plus 0.1 mg/ml. tRNA, 0.1
mg/mL esDNA and 0.1 mg/mL BSA for 30 minutes st room tempemture and then spplied 1o
a nitrocelinlose and mylon filter sandwich in a dot blot appamatns (Sohleicher and Schuell,
Keene, NH). Tha percentage of pool RNA. bound to the nitrocellnloso was calculated after
_Romd-ﬁ.?uﬂswi'ﬂllumpointmwithh-ﬂ.rﬂ(o.ﬁnmo.smlnM,4nM.16
nM, 64 oM and 128 nM). Pool Ky, measurements were calculated as previously described.

[00257] The dRmY IL-23 selection was anriched for h-IL-23 binding vs. the nalve pool
after 6 rounds of scloction. At Round 8 the pool Kp was approximately 54 nM ar higher.
The Round 6, 7 and 8 poals were clancd using a TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carisbad,
CA) and individual sequences were gencraind. Table 9 lists the sequences of the dRmY
clones generated from Round 6, 7 and 8 pools. Protein binding snalyxis was performed for
each clone, Binding assays wero parformed in 1X PBS +0.1 mg/mL tRNA, 0.1 mg/mL.
slmon sper: DNA, 0.1 mg/mlL BSA, for a 30 mimute incubetion st room temperature. Teble
10 includes the binding characterization for thess individual sequances.

[00258] The nucleic acid sequences of the JRmY aptamers characterized in Table 9 are
given below. The anique sequence of each aptamer below begins at mcleotide 23,
immedistely following the sequence GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO
69), and runs until it meets the 3*fixed nucleic acid sequence
GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO 90).

[00259] Unless noted otherwise, individual sequences listad below aro reprosented in the
§’ tv 3° orientation end represent the sequences of the aptamers that bind to IL-23 and/or IL-
12 salected undor dRmY SELEX conditions wherein the purines (A and G) are deoxy and
the pyrimidines (U and C) are 2°-OMe. Each of the soquences lisied in Table 9 may be
derivatized with polyalkylene glycol (“PAG”) moicties apd may or may not contain capping
(e.g., a 3'-inverted 4T).

[00260] Table9. dRmY IL-23 clons scquences

SEQIDNO 91 (ARC 489)
GAGAGAGAAGAIAACTUUCUACAGCACORGURAICH0GCANIGALINGAUOCICUGUCTAUCGATIOGAUCGALG

SEQIDNO 52 (ARC 490)
OGOAGAGAAGAR,
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SEQIDNO 94 (ARC 491)

AUCIAUG

[00261] 'Table 10 - JRmY IL-23 aptamer binding data

SEQ 12 Kp

DNo.| L23XKpeM [ M)
91 40 172
92 26.0 37.1
9 1862 | Nottested
94 17.1 93.0
95 432.6| Not testod
9% 209.7| Not tested
97 NB NB

“Ansays parformed b 1X PBS + 0.1mg/mL IRNA, 0.1mg/mL sasDNA, 0.1mg/mL BSA, 30 min RT
Incubation

*RAD IL-23 (carier free protein)
N.B.= no binding detectable

[00262] Introduction: Three selections strutegies were used to identify aptamners to h-IL-23
using a pool containing deaxy/2*O-Methyl nucleotides. Theso selections used 2°0-Me C,
and U and deoxy A and G. The first selection strategy (dRmY h-11.-23) was a direct selection
against h-T1.-23. In the second selection strategy (dRmY h-IL-23/IL~12neg), h-IL-12 was
inchided in the negative selection step to drive enrichmant of aptamers binding to p19, the
subdomain unique to h-TL-23. In the third sclection strategy (ARmY h-IL-23-S), increased
stringency was used in the positive selection by including long washes to drive the selection
to select for higher affinity sptamers. Al three selection stratogies yielded aptames to h-IL-
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23. Several zptamen ro specifio for h-11-23, and severl show cross resctivity between h-
I1.-23 and h-IL-12.

[00263) JRmY Sclection: Round 1 of the dRmY h-IL-23 sclsction began with 3x10'4
molecules of a 2°0-Me C, snd U and deoxy A and G modified RNA pool with the sequeance
5'-GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC-N30-GGUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG -3*
(ARCS520) (SEQ ID NO 98), which was synthesized using an ABI EXPEDITE™ DNA
synthesizer, and doprotected by standard methods. The acries of N's in the template (SEQ ID
NO 98) cam be any combination of mucleotides and gives rise to the uniguo sequence region
of tho resulting aptamers.

[00264) Each round of selection was initinted by immobilizing 20 pmoles of h-TL-23 io the
surface of Nunc Maxisorp hydrophobic plates for 1 hour st room tempexature in 100 pL of
1X PBS. The supemstant was then removed and the wells ware washed 5 timee with 120 ul,
wash buffer (1X PBS, 0.1 mg/mL tRNA and 0.1 mg/ml. salmon sperm DNA ("ssDNA™). In
Round 1, 500 pmoles of pool RNA (3x10' molecules) were incobated in 100 p1. binding
buffer (IX PBS, 0.1 mg/mL tRNA and 0.1 mg/mL, ssDNA) in the well with immobilized
protein target for 1 hour. The supernatant was then removed and the well was washed 5
times with 120 pL wash buffer. In subsequent rounds a negative selection step was included
in which pool RNA was also incubated for 1 hour st room temperature in an cmpty well to
remove any plastic binding sequences from the pool before the positive selcction step.
[00265] Starting at Round 3, a second negative selection stop was introduced. The pool
was mubjected to a 1 hour incubation in target-immobilized wells that were blocked for 1
hour at room temperature with 100 pL blocking buffer (1X PBS, 0.1 mg/mlL fRNA, 0.1
mg/mL saDNA end 0.1mg/ml. BSA) before the positive selection step (Table 11A). At
Round 3, the dRmY h-IL-23 pool was split into the dRmY h-IL-23/IL-12neg scloction by
subjecting the pool to an additional 1 hour negative incubation step at room temperatare in &
well that bad been blocked for 1 hour at room temperatnre with 20 pmoles of h-TL-12 and
washed 5 times with 120 pIL wash buffer, which occurred prior to the positive h-1L-23
positive inoubstion. The pool was split into additional h-I1.-12 blocked wells in latex rounds
to increase the stringency (See Table 11B).

[00266] An additional method to increage discrimination between h-IL-23 and h-11-12
binding was to add h-IL-12 to the positive scleotion along with the pool at a low
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concentration, in which the specific h-11.-23 binders would bind to the immobilized h-1L-23,
and the h-11.-12 binders would be washed away after the 1 hour incubation. The dRmY h-IL-
23-S seloction was split fram the dRmY h-11-23 pool at Round 6 with the addition of
“stringent washes” in the positive selection, in which after the 1 hour incubation with b-IL-
23, the pool was removed, then 100 pL. of 1X PBS, 0.1 mg/mL 1RNA, and 0.1 mg/mL
saDNA was added and incubated for 30 minutes (Table 11C). This siringent wash procodure
was removed and repeated, with the intentions of selecting for molecules with bigh affimities.

[00267] In ell cases, fhe pool RNA bound to immobilized b-11.-23 was reverse transcribed
directly in the selection plais by the addition of RT mix (3’ primer, 5°-
CATCGATGATCGATCGATCGAC-3' (SEQ ID NO 100)), and Thermosoript” RT,
(Invitrogen, Carisbad, CA) followed by incubation at 65°C for 1 hour. The resulting cDNA
was ugod as a temnplate for PCR (20 mM Tris pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgCk, 0.5 pM of
5" primer 5°-TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC-3' (SEQID
NO 99), 0.5 pM of 3’ primer (SEQ ID NO 100), 0.5 mM each dNTP, 0.05 unite/uL Taq
polymerase (New England Bioiabs, Beverly, MA)). PCR rcactions were done under the
following cycling conditions: s): 94°C for 30 seconds; b) 55°C for 30 seconds; ¢) 72°C for 30
seconds. The oycles ware ropeated until sufficient PCR product was generated. The
mininmm pumber of cycles required to generata sufficient PCR, product is reported in Tables
11A-11C as the “PCR Threshold”.

[00268] ‘Tho PCR templates wero purifiod using the QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, Valencia, CA) and used to progrem transcription of the pool RNA for the next
round of sclection. Templetes were transcribed overnight at 37°C using 200 mM Hopes, 40
mM DTT, 2 mM spenmidine, 0.01% Triton X-100, 10% FEG-8000, 9.6 mM MgCl,, 2.9 mM
MnCla, 2 mM NTPs, 2 mM GMP, 2 mM spermine, 0.01 units/uL. inorganic
pyrophosphatase, and 2 pg/mL Y639F single mutant T7 polymeraso. Transcription reactions
were quenched with 50 mM EDTA and ethanol procipitated, then purified on a 1.5 mmm
densturing polyacrylamide gel (8 M urca, 10% acrylmmide; 19:1 acrylemide:bisscrylamids).
Pool RNA was removed from the gel by passive elution at 37°C in 300 mM NaOAs, 20 mM
provided in the following tables.

[00269] TablellA:dRmY hIL-23 selection conditions
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wo

)

18
17
17
17
17
15
15
16

1br
1br
1
1hr
1hr

1
1br
1br
1br
1br
1he
1hr

02
02
02
02
02
02
02
02

0.75

0.75

[00270] Tabls 11B: dRmY IL-23/1L-12n0g sclection conditions

YL-23/12neg

18

17
17
17
17
15
15
15

0.02
0.05

02
02
02
02
02

1hr
1br
1hr
1he
1br
Ihr

1hbr
I
1hr
1br
ibr
1br
1

qH

02
02
02
02
02
02
02
02

A1k

0.6
0.75

0.15

[00271] ‘Tnble 11C: dRmY hIL-23-8 sclection conditions
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1 5 02 nomo none 0 18
2 06 02 1hr nono 0 17
3 0.75 02 br| " 1w 0 17
4 1 02 1lr 1 0 17
5 0.7 02 Ibr 1k 0 17
6 1 02 1hr Thr 2 15
7 1 02 1br The 2 16
8 1 02 1hr 1hr 2 16

[00272] Protein Binding Analysis: Dot blot binding ssssys were pecfixmed thronghout the
selections in monitor the protein binding affinity of the pools as provionsly described in
EBxamplo 1A. When a signifioant positive mtio of binding of RNA in the presence of h-IL-23
versus in the absence of h-IL-23 was sean, the pools were aloned using a TOPO TA cloning
kit (fnvitrogen, Carisbad, CA) socording to the mennfiactorer’s instroctions. Similar
sequences wero soen in all three selections from the pools baving gone through six rounds,
and 43 vnique clones amongst the three sclections ware chosen for soreeming. The 45 clonss
“ware synthesized on an ABI EXPEDITE™ DNA synthesizer, thea doprotectad by standard
mothods. The 45 individual clonas were gel purified on & 10% PAGE gel, snd the RNA was
pamively elutod in 300 mM NsOAc and 20 mM HDTA, fhllowed by ethenol precipitation.

[00273] 'The clanes wers 5°end Iabeled with y-P ATP, and woro assayed for both IL-23
and IL.-12 binding in a 3-point dot blot soroen (0 1M, 20 1M, and 100 nM h-IL-23; 0 nM, 20
oM, and 100 oM h-1L-12) (data not shown). Clones showing significent binding in the 20 sM
and 100 nM protrin conditions fiar both JL-23 and IL-12 wero forther assayed for Ky
deturmination using a protein titrstion from 0 oM to 480 uM (3 fbid dilutions) in the dot blot
asxy previcusly desoribed. Xy valoes wero determained by fiiting an equation describing a
1:1 KNA:paotein complex to the roslting data (fmotion aptemer bound = amplitede*(JIL-
23)/(Kp + [IL-23])) + background binding) (KaleidaGraph v. 3.51, Synergy Softwars).
Resulis of protoin binding charscteriwation for the highar affinity clonos aro tabulaiad in
‘Table 13, and coxresponding olone sequences are listed in Table 12,

[00274] Tho rmcleic acid sequerkoss of the dRMY aptemars chamcterived in Tablo 12 are
givea below. The wrique scquence of sech sptamar below bogin at mclectide 23,
immediately following the soquence GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO
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101), and nns until it meets the 3°fixed nucleic acid sequence
GUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEQ ID NO 102).

[00275] Unless noted otherwise, individnal sequences listed below are represented in the
5’ to 3" orientation and represent the sequences of the aptamers that bind to IL-23 and/or IL-
12 selocted undar dRmY SHLEX conditions wherein the purines (A and G) are deoxy and
the pyrimidines (C and U) are 2’-OMae. Bach of tha saquances listed in Table 12 may be
derivatized with polyalicylens glycol ("PAG™) moletics and may or may not contain capping
(e.g- 8 3'-inverted dT).

[00276] Table 12: dRmY clone soquences

SEQ IDNO 103 (ARC611)

SEQ ID NO 104 (ARC612)
UCGALX?

SEQID NO 105 (ARCG14)

DOGAGADGAD,

- SEQ IDNO 106 (ARC616)

LU LEAENEALLALL

SEQ ID NO 107 (ARC620)
SEQ ID'NO 108 (ARC621)
SEQIDNO 109 (ARC626)

SEQ ID NO 110 (ARCE27)
OGOAQADGAGAGAACTUUCUACAGOCAAGUAADUGGO0ATUOCAO0CO0GGUSUCIAUCOAUCTAUCAUCTADG

SEQIDNO 111 (ARCG28)
GOAAQAOGAGAGAACTUUCUACAGGCAAGOCAALUGGOGACCGUG0UGGEAO000UCEALCOAUCCAUCAUCTAUD

SEQ ID NO 112 (ARC632)
OOGAGAGGABAGAADTUUCUACAAUUOCAGGUOGUGCCO0GGFULNR0GGCONGUCEALUCGADCOAUCATUICOGAVD

SEQIDNO 113 (ARC633)
GOGAGAOGAGAD,

SEQ IDNO 114 (ARC642)
GOGAGAGGABAGAACGUUCUACAGGCGCAGCCAGCOG0AATUOAGOGUGGI0TUCTAUCOAUCOAUCAUCGALG
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SEQIDNO 115

Ot LR 3 [ LAR L4 J

SBQ IDNO 116 ARC644)
GOAAGATGAGAGAACOUUCUACUAGURADGCOGUAACGOOOGGETICABGOUOGOTUCHAUCGADCGALCALICIALIG

SEQID NO 117 (ARCG645)

SEQ ID NO 118 (ARC 646)
GFUOGOGUCOALCOADCGAUCAUCOAALG

[00277] Table 13: Summary of dRmY clone binding

SEQ XphIL- | XphIL-
IDNO | ARC# Selection 23 aM) | 12 (M)
103 ARC611 R7 hIL-23/12n0g 21.3 123.1
104 ARC612 R7 hIL-23/12v0g 5.8 41.7
105 ARC614 R7 hIL-23/12neg 3.1 54.4
106 ARC616 R7hIL-23/12n0g 13.1 52.1
107 ARC620 R7 hIL-23/12neg 44.8 178.7
108 ARC621 R7 hIL-23/12n0g 28.8 1119
109 ARCE26 R7 hIL-238 10.1 69.8
110 ARC627 R7hIL-238 7 79.5
111 ARCG628 R7 hIL-238 57.8 146.5
112 ARC632 R7hIL-238 19.1 639
113 ARC635 R7 hIL-23S 17.5 4309
114 ARC642 R7hIL-23 372 188.3
115 ARC643 R7 bIL-238 71.6 309.4
116 ARC644 R7 hIL-23 . 34.5 192.9
117 ARC645 R7 hIL-23 33.5 137.3
118 ARC646 R7hIL-23 2079 382.6

*30 min RT incubation for Xp determination in dot blot assay
*1X PBS +0.1lmg/mL fRNA, salmon sparm DNA, BSA reaction buffer

Buman IL-23 Aptamer Selectiong Summary
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[00278] The differcnt salection conditions and strategies for IL-23 SELEX yialded
sovernl aptamners, stabilized and/ar minimized, baving different binding characteristics. The
TRIY selacted spinmers have affinities approximately in the 15 oM to 460 oM mnge, and
prior to eny post-SELEX™ optimization, have celluler potentoy with ICss spproximately in
the 50 nM-io 5 pM range. These can be further minbmized with appropriate gains in binding
chamcteristics and are expocted to show incroased potancy in coll based asssys. Thoso
eptamers also show the greatest distinction between I1L-23, having & greater than lnmdred fold
discrimination of IL-23 to IL-12.

[00279] The aptamers obizined under the rRmY selection conditions have affinities
ranging from approximately 8 oM to 3 M. However, their collular potency is lower than the
REY sptamers’ potency. As for the rGmH constructs a single point screen was dona, but not
cartied any forther becanse their extent of binding over background was not as good as the
RmY clones, 48 crude rtGmH clone tranacriptions wers used st a 1:200 dilution and 0.1
mg/mlL fRNA was used as competitor. The average binding over background waa only about
145%, whereas the rRmY clone’s average in the samo assay was sbout 30%, with 10 clones
higher than 40 %.

[00280] The dRmY sclected aptamery have high affinities in the range of ~3 oM o ~200
nM, and prior to any post-SELEX™ optimization, show a remarkable cellular potency with
ICwxs in tho mnge of ~50 oM to ~500 nM (described in Example 3 below). Soms of these
sptamers also bave a distinction of approximately 4 fold for I1-23 to IL-12, which may be
intproved upon by forther optimization.

[00281] Introduction: Two selections strategics were used to identify sptamers to mil -23
using a pool conaisting of 2°-OH purine and 2°-F pyrimidine muclootides (tRfY composition).
The first selection steategy (mI1.~23) was a direct selection against mI1.-23. The sacond
selection strategy (mIL-235) was a more siringent selection, in which the initial rounds had
lower concentrations of RNA end protein in an attempt to drive the selection towards higher
affinity binders. Both pelection stratogios yielded aptamers to mI1.-23.

o



WO 2005085835 PCT/US2003007666

[00282] Salection: Two selections {(mIl-23 and mIL~23S) begen with incubation of 2x10™
molccules of 2°F pyrimidine modified pool with the sequence $°
GGAGCGCACUCAGCCAC-N40-UUUCGACCUCUCUGCUAGC 3* (ARC275) (SEQ ID
NO 119), including a spike of yP ATP 5' and labeled pool, with mouse 1L-23 (isolated in-
house). The series of N’s in the template (SEQ ID NO 119) can be any combinstion of
muclectides and gives rise to the unique sequence region of the resulting saptamers.

[00283] In Round 1 of tho mIL-23 selection, pool RNA was incubated with 50 pmoles of
protein in a final volume of 100 uL for 1 br at room temperature. In Round 1 of the mIL-23S
salection, pool RNA was incubated with 65 pmoles of mIL-23 in a final volume of 1300 uL
for 1 hr at room temperatare. Selections were performed in 1X PBS buffer. RNAmIL-23
complexes and free RNA molecules were scparated using 0.45 pm nitrocelhulose spin
columns from Schleicher & Schmell (Ksens, NH). The columns were pro-washed with 1 mL
1X PBS, and then the RNAprotein containing solutions were added to the columns and spun
in 8 cemtrifhge at 2000 rpm for 1 minnte. Buffer waghes were performed o ramove
nonspecific binders from the filters (Round 1, 2 x 500 pL 1X PBS; in later rounds, mare
stringent washes of increased mumber and volume to enrich fior specific binders), then the
RNA:protein complexes attached to the filters were eluted with 2 x 200 pL washes (2 x 100
pL washes in later rounds) of elution buffer (7 M urea, 100 mM sodium acetats, 3 mM
HDTA, pro-heated to 90°C). The eluted RNA was precipitated (40 pg glycogen, 1 volume
isopropanol). The RNA was roverss trnscribed with the Thexmoscript RT-PCR system
(Invitrogen, Carisbad, CA) acconding to the manufactarer’s instructions, using the 3° primer
5'GCTAGCAGAGAGGTCGAAA 3’ (SEQ ID NO 121), followed by PCR amplification (20
mM Tris pH 8.4, 50 mM XCl, 2 mM MgCly, 0.5:M of 5* primer
5"TAATACGACTCACTATAGGAGCGCACTCAGCCAC 3 (SEQ ID NO 120), 0.5 pM of
3* primer (SEQ ID 121), 0.5 mM each dNTP, 0.05 unite/uL Taq polymemso (New England
Biolabs, Baverly, MA)). PCR reactions were done under the following cycling conditions: a)
94°C for 30 seconds; b) 60°C for 30 seconds; ¢) 72°C for 30 seconds. The cycles were
repeated until sufficient PCR product was genemted. The minimum mumber of cycles
required to generate sufficlent PCR product is reported in Table14 as the “PCR Threshold”.

[00284] The PCR templates were purified using the QIAquick PCR purification kit

(Qizgan, Valencia, CA). Templates weoro transcribed using o®P GTP body labeling

overnight at 37°C (4% PEG-8000, 40 mM Tris pH 8.0, 12 mM MgCls, 1 mM spermidine,
91
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0.002 % Triton X-100, 3 mM 2°OH purines, 3 mM 2'F pyrimidines, 25 mM DTT, 025
unite/100 pl. Inorganic pyrophosphatase, 2 pg/ml. T7 YG39F single mutant RNA
polymernse, SoCi P GT).

[00285] Subsoquent ronnds were ropeated using the same method as for Round 1, but with
the addition of a negative salection step. Prior to incubation with protein terget, the pool
RNA was passed through a 0.45 micron nitrocelluloge filter column to remove filter binding
soquencos, then the filtmin was curmmied on into the poaitive sclection step. In alternating
rounds the pool RNA was gel pxified. Tramecription reactions ware quenched with 50 mM
EDTA and ethanol precipitated then purified on a 1.5 mm denaturing polyacrylamide gels (8
M urea, 105 acrylamide; 19:1 scrylamide:bisacrylamids). Pool RNA was removed from the
- gel by pasgive elution in 300 mM NaOAs, 20 mM EDTA, followed by ethanol precipitation
with the addition of 300 mM sodium acetnte and 2.5 volumes of ethanol.

[00286] 'The RNA remained in excess of the protein throughout the selections (~1 pM
RNA). The protein concentration was dropped to varying lower concentrations based on the
perticular solection. Competitor tRNA was added to the binding reactions st 0.1 mg/m1.
starting at Round 2 or 3, depending on the selection. A total of 7 ronnds were completed,
with binding assays performed at select rounds. Table 14 contains the selection details
including pool RNA concentration, protein concenimtion, end tRNA concentrstion used for
oach round. Elution vatues (ratin of CPM values of protein-bound RNA versus fotal RNA
flowing through the filter column) along with binding assxys were used to monitor selection
PrOgrOas.

[00287] Table 14: RIY mIL-23 Selection conditions:

4. RIY miL-23
ENA
pool | protein
Round | come tRNA . CR
# oM | (M) neg | (mg/mlL) | %elution | Threshold
1 33 500 | none 0 264 8
2 1 500 filter 0.1 424 8
3 ~] 200 | filter 0.1 0.73 10
4 1 200| filter 0.1 3 8
5 ~] 100 | filter 0.1 041 10
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6 1 100 filter 0.1 927 8
7 ~1 100 | filter 0.1 0.87 9
2. riRIY miL-238 ()
RNA
pool | protein
Round | comc cone tRNA PCR
# M) | (M neg | (mg/mL) | %elotion | Threshold
1| 025 50| nome 0 2.9 ]
2 0.1 50| filter 0 4.14
3 ~1 50| filter 0.1 0.16 11
4 1 50| filter 0.1 2.57 8
5 ~1 25| filter 0.1 042 10
6 0.8 25| filter 0.1 1029 8
7 ~1 25| filter 0.1 0.13 10
[00288] rREY mil-23 Protein Binding Apalviis: Dot blot binding assays were performed

throughout the selections to monitor the protoin binding affinity of the pools as previously
described. ' When a significant level of binding of RNA in the presence of mIL-23 was
observed, the pools wero clanod using a TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA)
according to the manufacturer’s instructions. For both mIl-23 selections, the Round 7 pool
templates were cloned, and 16 individual clones from each sclection were asssyed using an 8-
point mIL-23 titration. Seven of the 32 toial clones scroened had specific binding curves and
are listed below in Table 16. Table 15 lists the comresponding sequencea. All others displayed:
nonspecific binding curves similar to the unselected nalve pool. Clones with high affinity to
mlL-23 were subsequently screened for protein binding against mounse IL-12, liman I1.-23
and humean I1.-12 in the same manner.

[00285] The nucleic acid sequences of the rRfY sptamers chamcterized in Table 15 are
given below. The unique sequence of each aptamer below begins at meolectide 18,
immediately following the sequence GGAGCGCACUCAGCCAC (SEQ ID NO 122), and
runs until it meets the 3'fixed mcleic acid sequence UUUCGACCUCUCUGCUAGC (SEQ
ID NO 123).
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[00290] Uniless notod otharwise, individual sequences Lsted below are represanied in the
5' 10 3’ orlentation and represont the sequences that bind to mouse 11.-23 selectod under :REY
SELEX™ conditions wherein the purines (A and G} are 2"~OH and the pyrimidines (C and U)
aro 2'-fluoro. Rech of the sequences tisted in Table 15 may be dorivatized with polyalkylens
stycol (“PAG™) moletins and may or may not contain capping (e.g., 8 3"-inverted dT).
[00291] Table 15: mIL-23 rRfY Clono Sequences

SEQ ID NO 124 (ARC1628)

SEQIDNO 125 (ARC1629)

SEQID NO 126 (ARC1630)

SEQID NO 127 (ARC1631)

SBQID'NO 128 (ARC1632)

SEQID NO 129 (ARC1633)

SEQ ID NO 130 (ARC1634)

[00292] Table 16: mIL-23 fREY Clone binding activity

SEQ ID KpmiL-23 | Kpmil-12 | KphIL-23 | KphIL-
NO | ClomeName | BSelection (aM) (aM) aM) | 12aM)
14| ARCi©28| R7mIL23 2 6 52 161
125] ARCI®9| R7mIL-23 34 103 31 75
126| ARC1630| R7mIL238 14 18 65 239
127 ARCI631| R7mIL-238 33 7 39 6
128] ARCI632| R7mIL-238 13 16 91 186
129| ARCI633 | R7mIL-238 17 44 ) 195
130| ARC1634 | R7mIL-238 3 29 39 63

*30min RT incubstion for Kp dotarmination

*1X PBS +0.1mg/mL BSA reection buffer
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[00293] Introduction Oms selection was performed to identify aptamers to mouge-IL-23
(mIL-23) with spocificity againat monse Y12 (mIL-12). This seloction was split off from
the REY selection mI1~235 described in the above section starting st Round 3. This
Mmﬁmmmpnfnﬂ-thdd-s-ﬂdwﬁcmmmnalz.

mIL 238/m1 ~12 nog rRYY Seloction. ‘To obtain mouss IL-23 aptamers with specificity
against mounse IL-12, monse I1-12 was included in a nogative selection, similar to the protein
in negative (PN-IL-23) sclection described above in Exsmple 1A. The resultant RNA from
Round 2 of the mI1-238 selaction described in Example 1E above was used to start the RIPN
mIL-23/12neg selection, in which miT -12 was included in the negative step of selection.
Nine roands of selection were pexformed, with binding assays performed at select rounds.
Table 17 surmmarizes the selection conditions including pool RNA concentration, profein
concentration, and tRNA concentration used for each round. Elntion values (mtio of CPM
values of protein-bound RNA versus total RNA flowing through the filier column) along with
binding asseys were used to monitor seloction progress.

[00294] ‘Table 17: tRfY mIL-238/mI1.-12 neg Filter Selection Summery

RNA neg
pool | protsin mIL13 PFCR
Round | conc | cone tRNA come cycle
# || @M) | neg | (mgml)| @mM) | %elntion | #
1] 025 50 nONe 0 0 2.79 8
2 0.1 50 filter 0 0 414 8
3 ~1 500 | filter/IL12 0.1 250 133} 10
4 1 500 | filter/TL.12 0.1 500 1.68 8
5 1 250 | filler/TLI2 0.1 250 0.89 9
6 1 200 | filter/TL12 0.1 200 147 8
7 1 150 | filter/I1,12 0.1 150 139 B
8 1 150 | filtex/T1.12 0.1 150 7N B
9 1 150 | filtex/TL12 0.1 150 298 8

Selection buffer: 1X PBS
*1hbr positive incubation

95



WO 2003086835

PCT/USZ003N007666

pnvmﬂydenﬁbodw-pmﬁ:mndth:wghuthulmmmﬂnmmbmhng
affinity of the pool. Trace **P-labeled RNA was combined with mll-23 or mIL-12 and
incubated at room temperainre for 30 min in 1X PBS plos 0.1mg/mY. BSA for a final volume
of 30 pL. The roaction was added to a dot blot apparatus (Schieicher and Schuell Mivifold-1
Dot Blot; Acrylic). Binding curves were genemird as described in previous sections. When
a significant level of binding of RNA in the presence of mIL-23 was observed, the pool was
cloned using the TOPO TA cloning kit (Invilrogen, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions. The Round 9 pool template was cloned, and 10 individual
clones from the seloction were assayed in an B-point dot blot titration against mIl-23.
Clones that boumd significently to mil.-23 ware then screensd for binding to mIT-12, Table
18 summarizes protein binding chamcterization of the binding clones. Four of the 10 total
clones screened bound specifically to mIl-23 and mIL-12 at varying affinitics. All other
clones displayed nonspecific binding curves similar to the nnselected nalve pool. The
sequences for the four binding clones are listed in Table 19 below.

[00296] ‘Table18: tRfY miT-238/mIl.-12 neg Clone binding activity

SEQ ID NO KpmlIL-23 | KpmlL-12
Clone Name (nM) (nM)

131| AMX369.F1 63 165

132| AMX369M1 .23 194

133| AMX369.B2 49 252

134 | AMX369.G3 106 261

*30min RT inoubation for Kp Getormiuation
*1X PBS +0.1mg/mlL. BSA reaction buffer

[00297] The nucleio acid sequences of the rRfY aptamers characterized in Table 19 are
given below. Tha unique sequence of each aptamer below begins at mucleotide 18,
immediately following the sequenco GGAGCGCACUCAGCCAC (SEQ ID NO 122), and
runs until it meets the 3'fixed mucleic acid sequence UUUCGACCUCUCUGCUAGC (SEQ

ID NO 123).

[00298] Unless noted otherwise, individunl sequences listed below ar ropresented in the

5’ to 3’ oriantation and represent the scquences that bind to mouse IL-23 solected under fREY
SELEX" conditions wherein the purines (A and G) are 2'-OH and the pyrimidives (U and C)
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aro 2'-flaoro. Each of the sequences Listed in Table 19 may be derivatized with polyalkylene
glycol ("PAG") moictica and may or may not contein capping (s.2., & 3*-inverted 4T).

[00299] Table 19: tRfY mIL-233/mIl-12 neg Sequenoe Information

SEQID NO 131 (AMX(369) F1)
GGAGCHCACUCAGCCACGGUUUACUUCCOUGACAAUAUUGACCUCNCUCUAGACAGGUUDCAACCUCUCUGCUAGC

SEQID NO 132 (AMX(369) H1)(ARC 1914)
GGAGCOCACUCAGCCACCUBAGAAAAUCUOO0UCCCUGAGUUCLAACAGCAGAGAUUUUUCIACCUCUCLIACUAGT

SEQ ID NO 133 (AMX(369)_B2)
GUAGCOCACUCNG CCACUUCO0AAUANCRGUCUUCUOOTUAAGCAUGOTUUGAGOURIUCNACCUCUCUGCUAGC

SEQID NO 134 (AMX(369)_G3)

[00300] Following & successful seloction and following the determination of sequences of
aptamers, in addition to determination of functionality i vifro, the saquences wers minimirad
to obiain a shorter oligonucleotide sequence that retained binding specificity to its intended
target but had improved binding cheracteristics, such as improved Kp snd/or ICxas.

[00301] The binding parent clones from the rRIY selection described in Example 1A fell
into two principal families of aptamers, referred to as Type 1 and Type 2. Pigore 8A and §B
show exsmples of the sequencos and predicted secondary structure configurations of Type 1
and Type 2 aptamers. Figure 9A and 9B show the minimized aptamer sequences and
predicted secondary stracture configumtions for Types 1 and 2.

[00302] On the basis of the IL-23 binding analysis described in Example 1 above and the
cell basod assxy data described in Example 3 below, seveml Type 1 clones from the tREY
PN-IL-23 seloction inclnding AMXB4-A10 (SEQ ID NO 43), AMX24-B10 (SEQ ID NO 44),
and AMX84-F11 (SEQ ID NO 46) were chosen for firther characterization. Minimrized DNA
construot oligonucleotides wero transcribed, gel porified, and tested in dot blot aseays for
binding to b-IL-23.

[00303] Tho minimized clonos A10min5 (SEQ ID NO 139), A10miné (SEQ ID NO 140)
were based on AMXB4-A10 (SEQ ID NO 43), the minimzed clones B10mind (SEQ ID NO

144), and B10min5 (SEQ ID NO 145) were based on AMXB4-B10 (SEQ ID NO 44), and the
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minimized clone F11min2 (SEQ ID NO 147), was based on AMX84-F11 (SEQ ID NO 46)
(Figure 9A). The cloncs were 5’end labeled with y-P ATP, and wero assayed in dot blot
assays for Kp determination using the same method as for the parent clones. All had
xignificant protein binding (summarived in Table 21), and each was more potent than the
Tespective parent clones from which they are derived when tosted in cell based assays as
discussod in Examplo 3 below.

[00304] Additionally, minimized constructs exemplifying Typel and Type 2 aptamers
were made and tested based an the concensus sequence of Type 1 and Type 2 aptamer
sequence families. Typel.4 (SBQ ID NO 151), and Typel.5 (SEQ ID NO 152) are two
examples of such minimized constructs based on the Type 1 family sequence, which
displaynd high JL-23 binding affinity and the most potent activity in the cell based assay
described in Example 3, as compared fo the other Type 1 minimers described ebove,
[00305] The resulting rRfY minimers’ sequences are listed in Table 20 below. Table 21
shows the minimer binding data for the minimers listed in Table 20.

[00306] For the minimizod rRfY aptemers described in Table 20 below, the purines (A and
G) are 2°-OH purines and the pyrimidines (C and U) are 2’-fluoro pyrimidines. Unless noted
otherwise, the individual sequences are represented in the 5° to 3° orientation. Bach of the
sequences listed in Table 20 may be darivatized with polyalkylene glycol (“PAG™) moisties
and may or may not contain capping (e.g., & 3’-inverted dT).

[00307] Table 20— PN-IL-23 2’ F (fRfY) Minimer Aptamer sequences,

SEQIDNO 135 (Al0.minl)
GGAGAUCAUACACAAGAAGUUUUUUGUGCUCUGAGUACUCAGCAUCOOUAAGGGAUCUCT

SEQIDNO 136 (A10.min2)
SEQIDNO 137 (Al0:min3)
SEQIDNO 138 (A10.mind)
SEQIDNO 139 (A10.min5)

SEQID NO 140 (A10.min6)
GAAUACGCOOAAAGGOACUCUGAGUACUCAGCTUCCUAAGGAALIACUCC
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SEQIDNO 141 (B10:minl)

SEQIDNO 142 (B10.min2)

SEQID NO 143 (B10.min3)

SEQIDNO 144 (B10.mind)

PCT/US1005007666

GAAGCAUACACAAGAAGUGCULICAUGOOGCAAACUGCAUGACUCAAAUAGALALGCUCC

SEQIDNO 145 (B10.MIN5)
GGAGTTACACAAGAAGUCCUUCCOAAAGGACOTUCRAALIAGALTACUCT

SEQID NO 146 (F11.minl)
GOUUAAADCUCAUCIUCCOCHANGO00AL
SEQID NO 147 (F11.min2)

SEQIDNO 148 (Typo1.1)
OGCAIACACGAGATUACUGUORAAAGACUCOOCCOAGAGOCUAUOOC
SEQIDNO 149 (Typel.2)
SEQIDNO 150 (Typel3)

SEQIDNO 151 (Typel4)

AQCC
SEQ IDNO 152 (Typel.5)
SEQIDNO 153 (Type2.1)
SEQIDNO 154 (DS.1)
UUuCC
SEQIDNO 155 (Cl1.1)
ICUBAGUAUAGACGOAAOCUCCOCCAGA

SEQIDNO 156 {Cl11.2)



SEQID NO 157 (C10.1)

SEQIDNO 158 (C10.2)
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[00308] Table 21 — PN-IL-23 tRfY Minimer Binding data
SEQ ID Clone +HIL-2320 | +/1L-23100 | IL-23Kp
No. Deseription M oM (M)
135 Al0minl 22 3.1
136 Al0min2 44 6.0
137 A10min3 0.8 1.6
138 Al0mind 0.9 0.7
146 F1iminl 0.8 0.6
147 F11min2 7.8 169 65
141 B10mint 75 339
142 B10min2 13 1.6
143 B10min3 06 0.8
139 Al0min5 12.8 40.9 57.8
140 A10min6 13.6 417 433
144 B10mind 394 1221 36.4
145 B10min5 20.7 892 276.9
148| IL-23 Typel.l 14 0.9
149] IL-23Typol2 0.8 0.7
150| IL-23 Type13 0.8 0.6
153} IL-23 Type2.1 1.7 52
154 D9.1 12 39
155 Cl1.1 1.0 3.5
156 cl12 11 2.3
157 C10.1 1.4 44
158 cl02 14 15
151| IL-23 Type 14 23 1.7 185.3
152 IL-23Typels 52| 269 314
%% Assays performed +0. Img/mL tRNA, 30min RT incubetion
+*R&D IL-23 (carrier free protein)
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[00309] Following the dRmY selection process for aptamers binding to JL-23 (described
in Example 1C sbove) and determination of the oligomiolectide sequences, the sequencos
were systematically minimized to obtain shorter oligonnoleotide sequences that retain the
binding characteristics. On the basis of the IL-23 binding analysis doscribed in Exampls 1A
above and the cell based assay data described in Exemple 3 below, ARC489 (SEQ ID NO 91)
(74mer) was chosen for further characterization. 3 minimived constructs based on clone
ARC489 (SEQ ID NO 91) were designed and gencrated. The clones wore 5'end labeled with
¥-2P ATP, and were assyod in dot blot assays for Kp determination uging the same method
a8 for the parent clones in 1X PBS +0.1 mg/mL tRNA, 0.1 mg/mL salmon sperm DNA, 0.1
mg/ml BSA, for a 30 minnte incubation at room temperatare. Table 22 shows the soquences
for tho minimizad dRmY aptamers. Table 23 includes the binding data for the dRmY
minimizsd aptamers. Only one minimized olone, ARC527 (SEQ ID NO 159), showed
binding to IL-23. This clons was tested in the TransAM" STAT3 activation assay doscribed
in Examplo 3 below, and showed a docrease in assay activity compared to its respective
parent, ARCA89 (SEQ ID NO 91).

[00310] For the minimized dRmY aptamers described in Table 22 below, the parines (A
and G) arc deaxy-purines and the pyrimidines (U and C) are 2’-OMs pyrimidines. Unloss
noted otherwise, the individual sequences are ropresonted in the 5* to 3° orientation. Each of
the sequences listed in Tabls 22 may be derivatized with polyalkylene glycol (“PAG™)
moieties and may or may not contain capping (e.g., a 3"-inverted dT).

[00311] Table 22: Soquences of dRmY Minimized
SBEQ ID NO 159 (ARCS27)

SEQ ID NO 160 (ARC528)

SEQID NO 161 (ARC529) ACAGCOCCOGUIUUUUCAUUGOGUOGALKICGCUTU

[00312] Table 23: Binding chaacterization of JRmY selection 1 minimers

SEQIDNO| CloneName | Kp@mM)
102
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SBQID 159 ARC 527 12.6
SEQID 160 ARC 528 NB
SEQID 161 ARC 529 NB
**R&D IL-23 (canier free protein)
N.B.= no binding delectable

[00313] PFollowing the dRmY selection process for aptamers binding to IL-23 (described
in Example 1D above) and detnrmination of the oligomcleotide sequences, the sequances
were systematically minimized to obtain shorter oligonucleotide sequences that retxin the
binding charactaristi

[00314] Based on sequence analysis and visnal inspection of the parent dRmY aptemer
sequences desoribed in Example 1D, it was hypothesized that the active conformation of
dRmY b-11-23 binding clones and their minimired constracts fold into a G-quartet structure
(Figure 10). Analysis of the functional binding sequences revealed a pattern of G doubles
consistent with a G quartet formation (Table 24). The sequences within the G quartet femily
fell intn 2 subclasses, those with 3 base pairs in the 1™ stem and thoss with 2. It hag been
ropariod that in much the ssme way that ethidium bromide fluarescence is increased upon
binding to duplex RNA and DNA, that N-methylmesoporphyrin IX (NMM) flocrescenoo is
inoreased upon binding to G-quartet structares (Arthanari ef al., Nucleic Acids Research,
26(16): 3724 (1996); Marathais f al., Nucleic Acids Research, 28(5): 1969 (2000); Joyce ez
al., Applied Spectroscopy, 58(7): 831 (2004)). Thus as shown in Figure 11, NMM
fluorescence was used to confirm that ARC979 (SEQ ID NO 177) does in fact adopta G-
quariet structure. According to the literature protocols, 100 microliter reactions containing ~1
mioromolar NMM end ~ 2 micramolar aptamer in Dulbecoo’s PBS containing magnesiom
and calcium were analyzod using & SpestrmMax Gemini XS finorescence plate reader.
Fluoreacence emission spect weare collected from 550 to 750 nm with and excitation
wavelength of 405 nm. The G-quartet structure of the enti-thrombin DNA sptamer ARC183
(Macaya et al., Proc. Natl. Acad, Sci., 90: 3745 (1993)) was used as & positive control in this
experiment. ARC1346 is an aptamer of a similar size and nucleotide composition as ARC979
(SEQ ID NO 177) that is not predicted to have a G-quariet structure and was used as s
negative control in the experiment. As can be seen in Figare 11, ARC183 snd ARC979 (SEQ
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ID NO 177) show a significant increass in NMM fluorescence relative to NMM alone while
the negative control, ARC1346 does not.

[00315] Mininized constructs were synthesized on an ABI EXPEDITE™ DNA
synthesizer, fhen doprotected by standard methods. The minimized clones were gel purified
on a 103 PAGE gel, and the KNA was passively elted in 300 mM NaOAs and 20 mM
EDTA, followed by othanol precipitation.

[00316] The clones were 5°cnd Inboled with y-P ATP, and werc assayed in dot blot
Inbeled and held at a trace concentration (< 90 pM) while the concentration of TL-23 was
varied, in 1X PBS with 0.1 mg/mL BSA, for a 30 minute incubation at room tempemture.
The fraction aptamer bound va. [IL-23] was used to calculats the Ky, by fitting the following
equation to the daie:

Fruction aptamer bound =~ amplitnde*([TL.-231/(Kp, + [IL-23])) + beckground binding,
[00317] Several of the minimizad construots from the dRmY Selection 2 were also assayed
in & compotition format in which cold aptamer was titrated and coropeted awsy trace 2P ATP
labeled aptamer In the competition assay, the [IL-23] was held constant, the [trace labeled
aptamer] was held constant, and the [unlsbeled aptamer] was varied. The Ky was calculated
by fitting the following cquation to the data:

Fmction aptemer bound = amplitude*(aptemer]/( Kp + [aptamar])) + background binding.
[00318] Minimers based upon the G quartet were fingtional binders, whereas minimers
based on a folding algorithm that predicts stem loops (RNAstructore; D.H. Mathews, e al.,
“Expanded Sequence Dependence of Thermodynamic Paremeters Improves Prediction of
RNA Seoondary Structuro”™, Journal of Molecular Biology, 288, 911-940, (1999)) and that did
not contain the pattern of G dounbles were non fimotional (ARC793 (S8EQ ID NO 163)).

[00319] Table 25 below summarizos the minimized sequences and the parent clons from
which they were derived, and Table 26 sununarizes the binding characterization from direct
binding assays (+/- tRNA) and competition binding assays for the minimized constructs
tested.

[00320] Table 24: Alignment of finctional clones. (only the rogions within the G quartet
are represented)
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[00321] The SBQ ID NOS fir the clones listed in Table 24 are found in Tahle 12.

[00322] For the minimired ARMY sptamery dogcribod in Tabls 25 below, the purines (A
and G) are deoxy-purines and the pyrimidines (C and U) are 2'-OMs pyrimidines. Unless
noted otherwise, the individual sequences aro reprasented in the 5° to 3° crientation. Bach of
the sequanoes Hated in Table 25 may bo derfvatized with polyalkylens giycol (“PAG")
mojotios and may or may not contain capping (.2, & 3"-inverted 4T).

[00323] Tahls 25; dRmY minimor soquences
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SEQ | Parent

ID | Cloms

NO Minjmer Minimixed Sequemce

162 | ARC627 | ARC792 GGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGOGAGG
163 §{ ARC614 | ARC793 CUACAAGGCGQUACSGAGAGUAUGG
164 | ARC614 | ARCT94 OGCGGUACGGGCAGUGUAGGEUUGGGECCGa
165 | ARCS16 | ARCT9S CAAUAUAGGCGGUACGGGQGGAGUGGGCUGGAGUCG
166 | ARCE26 | ARCT796 UAAUUGGGGAGUGCGAGCAGGAGAUCAAUCG
167 | ARCSE26 | ARCT97 GOUGGGGAGUGCGGGCGREGGEEUCACC
168 | ARCG27 | ARCER9 ACAGGCAAGUUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGGUGU
169 | ARC627 | ARCE9D CCAGGCAAGGQUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGAGUGG
170 | ARCE27 | ARCS91 GGCAAGGUAAUUGAGAAGUGUGGGCGAGA
171 | ARC627 | ARCE92 GOCAAGQUAAUUGGGUAGUQAGGGCGGAG
172 | ARCS27 | ARCS93 GGCAAGGUAAUVGGGGAGUGCGGGCUGGG
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173 | ARCS27 | ARCES4 GOCAAGGUAAUUGGGAAGUGUGGGCUGOG
174 | ARC627 | ARCS95 GGCAAGGUAAUUGGGUAGUGAGGGCUGGA
175 | ARC627 | ARCB96 ACAGGCAAGGUAAUUGGGUAGUGAGGGCUGGGUGU
176 | ARCS27 GAUGUUGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCAGGGUUCAUC-

ARCS97 3T

177 | ARC627 | ARC979 ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCOGGGUGU
178 | ARC627 | ARC930 CCAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCAAGCEAGGRUGA
179 | ARC621 | ARCO81 GGCAGUUACGGGGGAUGCGGGUGGA
180 | ARCS21 | ARCYS2 GGCGGUUACGGGGGAUGBCAGGUGGGACAGG
181 | ARCS27 | ARC1117 GACAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGG
182 | ARC627 | ARC1118 ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGAGCGGUGU
183 | ARCS14 | ARC1119 GGCGGUACGGGEAGUGUGBGUUGGGGCC
184 | ARC614 | ARC1120 GGCGGUACGGGGAGUGUGGGCUGGGGCC
185 | ARC614 | ARC1121 GGUACGGGGAGUGUGGGUUGGAR
186 | ARCS14 | ARC1122 GQUACGGGGAGUGUGGGCUGGG
187 | ARCS14 | ARC1123 GGCGAUACGAGRAGUGUGGGUUGGGCC
188 | ARC614 | ARC1124 GGCGGUACGGABAGUGUGGGCUGGGCC
189 | ARC614 | ARC1125 GGUACGGGAAGUGUGGGUUGG
190 | ARC614 | ARC1126 GGUACGGGGAGUGUGGGCUGG
| 191 | ARCS16 | ARC1127 GACAGUACGGGGGAAGUGGACUGAGGUC
192 | ARC616 | ARC1128 GGCOGUACGGGAGGAGUGGGCUGGGUC
193 | ARC616 { ARC1129 GGCGGUACGGGGAGAGUGGGCUGGGGUC
194 | ARC516 | ARC1130 GGUACGGGGGGAGUGBGECUGAG
195 | ARCS16 | ARC1131 GGUACGGGGGGAGUGGGCUGG
196 | ARC616 | ARC1132 GGUACGOGGAGAGUGGGCUGGG
197 | ARCS16 | ARC1170 GGCAGUACAGGGGGAGUGGGCUGGA
198 | ARC614 | ARC1171 GGCOGUACGGGAAGUGUBGGUUGHE

[00324] Table 26: protoin binding chamcterietion of dRmY minimers
8EQ Kp Xp
ID | Mintmer | (HRNA) | Kp(HRNA) | (competition)

NO | ARCH M aM aM
162| ARCTS2 117 11

106

/\{0



WO 2005086833
164 | ARC74 69 14
165 | ARC79S 40 4
166 | ARC796 106
167 | ARC797 50
168 | ARCS89 115
169 | ARCE90 114
170 | ARCE91 177
171 | ARCS® 255
172 | ARCS93 2857
173 | ARC894| no binding
174 | ARC895 | nobinding
175 | ARCS96| nobinding
176 | ARCS97 9
177| ARC979 93 9
178 | ARC9%0 139
179| ARC981| no binding
180 | ARC982| o binding
81| - <parent
ARCI1117 clons
182 <parent
ARC1118 clone
183 <parent
ARCI1119 clone
184 <parent
ARC1120 clone
185 <parent
. | Arc1121 clooe
186 <parent
ARCI1Z2 clone
- 187 <paremt
ARCIID3 clone
188 <parent
ARC1124 clone
189 <parent
ARC1125 clone
190 | ARC1126 <parent
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clons

191 <paremt
ARC1127 clone

192 <parent
ARC1128 olone

193 <parent
ARC1129 clone

194 <paront
ARC1130 clone

195 <parent
ARC1131 clons

196 <parent
ARC1132 olone

197 | ARC1170 | no binding
198 | ARC1171 | no binding

[00325] The competitive binding data was re-snalyzed in a satumation binding experiment
where the concentmtion of ligand (aptamer) was varied and the concentration of receptor (1L~
23) was held constent and the [bound aptamer) was plotted versus the [total input aptamer].
ARCY79 (SEQ ID NO 177) was used in this analysis.
[00326] The [ARC979] bound satumtnd at ~ 1.7 oM (Figure 12), which suggested that the
concentration of IL-23 that was competent to bind aptamer was 1 nM, or 2 % (1/50) of the
input IL-23. The calculated Kp value was 8 nM, which agreed well with the value obtained
by fitting the data represented in competition mode (8.7 aM).
[00327] When IL-12 competition binding data was subjected to tho same analyzis (Fignre
13), the fimction activo IL-12 waa higher (10%), und the specificity of ARC979 for IL-23 va,
IL-12 (33-fold) was groater than what was predicted by the direct binding measurements (2 -
§ fold).
[00328] Subsoquently, the direct binding asesy was repeated for ARC979 using the
binding reaction conditions described previcualy (1X PBS with 0.1 mg/miI. BSA for 30
mimmts incubation st room temperature) end uxing different binding reaction conditions (1X
Dulbecco’s PBS (with Mg ** and Ca *) with 0.1 mg/ mL BSA for 30 mimutes at room
temperature). In both, newly chemically synthesized aptamers were purified using denaturing
polyecrylamide gel electrophoresis, 5*end labeled with P ATP and were tested for direct
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binding to full homan IL-23. An 8 point pratein titration was used in the dot blot binding
assey (either {100 nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 0 pM} or {10 nM, 3
nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 30 pM, 10 pM, 0 pM}). Kp values were calculated by fiting the
oquation y= (max/(1-+K/protein))+yint using KaleidaGraph (KaleidaGraph v. 3.51, Synergy
Software). The buffer conditions eppeared to affisct the binding affinity somewhat. Under the
1X PFBS condition, the Ky, value for ARC979 was calculated to be ~ 10 oM, whereas under
the 1X Dulbecco’s PBS condition, the Kp value for ARC979 was calculated to be ~1 nM.
(seo Figure 14). Theso Kp valucs were verified in subsequent assays (data not shown), and
arv consighent with the ICsp valne of ~ 6 nM that ARC979 yiclds in the PHA Blast assay
described below in Example 3D.

[00329] Based on visual inspection of the parent clone sequences of the mounse IL-23
REY aptamers described in Example 1E, and predicted RNA structures using an RNA
folding program (RNAstructure), minimized constructs were designed for each of the seven
Integrated DNA. Tecimologies (Coraville, IA). Constructs were PCR emplified, tranacribed,
pel purified, and tested for binding to mI1.-23 using the dot blot binding assay previously
describod. Trace ®P-labolod RNA was combined with mIL-23 and incubated at room
temperstore for 30 min in 1X PBS phus 0.1 mg/ml. BSA for a final volume of 30 pL. The
roaction was added 1o 8 dot blot apparatus (Schivicher and Schuell Minifold-1 Dot Blot,
Acrylic). Binding curves were ganeruted as desctibed in previous sections. Table 32 lists the
soquences of the mIL-23 binding minimized constructs. Table 33 summmarizes the protein
mlL-23,

[00330) Unlesanohdothnrmne.mdmdmlnthﬂndholowmupnmdmthe
5’ to 3’ crientation and represent the sequences that bind to monse I1.-23 selected under fREY
SELEX™ conditions wheretn the purincs (A and G) are 2°-OH and the pyrimidines (U and C)
are 2’-fluoro. Each of the sequenccs listod in Table 32 may be derivatized with polyalkylene
glycol (“PAG™) moieties and may or may not contain capping (e.g., 8 3'-inverted dT).
[00331] Table 32 minimized mouse RIY clone sequences
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SEQID NO 199 (ARC 1739)

SEQ ID NO 200 (ARC 1918)

SEQ ID NO 201

SEQ ID NO 202
GOGCACUCAGOCACCUUGOOCUUAAVACCUALCOOALGUGICOC

[00332] Table 33: mIL-23 rRIY Clone Kp Summary

Mintmized Parent
Clone Parent Clone Clons Kp mIL-23
SEQID NO Name SEQ IDNO @M)

199 ARC1628 124 1
200 ARC1632 128 I
201 ARC1633 129 25
202 ARC1634 130 19

*30min RT incobetion for Kp determination
*1X PBS +0.1mg/mL BSA reaction buffer

R 2H: .Jugu . ||_-.| htough Me ||_|1||_ . :uu iy

[00333] Aptamer Medicinal Chemistry is an aptmoer improvement technique in which sets
of variant aptamers are chemically synthesized. These sots of variants typically differ from
the parent aptamer by the introdunction of a single substitnent, and differ from each other by
the location of this substitnent. These variants are then compared to each other and to the
parcnt. Improvements in chamcteristics may be profound enough that the inclusion of a
gingle substitnent may be all that is necessary to achieve a particular therapeutic criterion.
[00334] Altematively the information gleancd from the sot of single variunis may be used
to design further seis of variants in which more than ons substituent is introduced
simultaneously. In one dezign stratogy, all of the single substitnent variznts are mnked, the
top 4 are chosen and all poasibls double (6), triple (4) and quadruple (1) combinations of
those 4 single substituont variants are synthesired and assayed. In a second design strategy,
the best single substituent variant is considered to be the now parent and all possible double
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and assayed, Other strategics may be usod, and theso stratogios may be applied repeatedly
such that the mumber of substituents is gradually increased while contimning to identify
firther-improved variants.

[00335] Aptamer Medicinal Chemistry is most valuable as & method to explore the local,
rather than the global, introduction of substituents. Becanse aptamers am discovered within
librariea that aro generated by transcription, sy substitnents that are introduced during the
SELEX" procoss must be introduced globally. For example, if it is desired to imtrodnce
phosphorothioate linkages between mucleotides then they can only be introduced at every A
(or every G, C, T, U etc.) (globally substituted). Aptamers which require phosphorotiricates
at same As (or some G, C, T, U etc.) (locally substitniod) but cannot tolemte it st other As
cannot be readily discovered by this process.

[00336] The kinds of substituent that can be utilized by the Aptamer Medicinal Chemistry
procoss aro only limited by the ability to generate them as solid-phase synthesis reagents snd
inirodnce them into an oligomer synthesis schems. The process is cartrinty not iimited to
nucleotides alone. Aptamer Medicinal Chemistry schemss may include substituents that
introduce steric bulk, hydrophobicity, hydrophilicity, Hpophilicity, Lipophobicity, positive
charge, negative charge, noutral charge, zwitterions, polarizability, mmclease-resistance,
conformational rigidity, conformational flexibility, protein-binding charactoristics, mass etc.
or phosphodiester linkage-modifications.

[00337] When cansidering the kinds of substituonis that are likaly to be beneficial within
tha context of a therapeutio aptamer, it may be desirable to introdnce substitutions that fall
into oms or mare of the following categories:

(1) Substituants already present in the body, e.g., 2'-deoxy, 2'-ribo, 2'-O-methyl purincs
or pyrimidines or 5-methyl oytosine.
(2) Subetitnents already part of an epproved therapeutic, e.g., phospborothioate-lnked
" lookid

(3) Substitnents that hydrolyzs or degmds to one of the above two categories, &g.,
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[00338] ARCY79 (SBQ ID NO 177) is 2 34 meclectido aptamer to I1.-23 of dRmY
camposition. 21 phosphorothioats derivatives of ARC979 were designed and synthesized in
which single phosphorothioats substitutions were made st each phosphate linknge (ARC1149
to ARC1169) (SEQ ID NO 203 to SEQ ID NO 223) (see Table 27). These molecules were
gol purifiod and assayed for IL-23 binding using the dot blot assxy as describod sbove and
compared {o each other and to the paront molscule, ARC979. An 8 point IL.-23 titration (0
nM to 300 nM, 3 fold serial dilutions) was used in the binding asesy. Caloulated Kps are
sammarizad in Table 28,
[00339] Ths inclusion of phosphorothioate linkages in ARC979 was well tolerated when
compared to ARC979, Many of these constrcts have an increased propostion binding to IL-
23 and additionally bave improved (Le., lower) Kp valuos (Figare 15). A similer inorosso in
affinity is soem in compotition assays (Fignre 16), which further supports that the
phosphorothioats derivatives of ARCS79 compete for IL-23 st a highar affinity than
ARC979.
[00340] Unloss noted otherwise, cach of the sequences lated in Table 27 below e in the
5'-3" direction, may bo derivatizd with polyalkylene glycol (“PAG™) moieties, and may or
may not coniain cspping (e.g-, a 3"-inverted dT).

[00341] Table 27: Sequences of ARC979 phosphorvthioate derlvatives: Single

Phosphorothiente substiixtions

SEQ Phosphorothlote

D linker between

NO | ARCH bases (x.y) Sequence

203 | ARC1149 1 1 ACAGGCAAGUAAUUGGGARAGUGCGGGCAGEEUGU
204 | ARC1150 3 3 ACAGGCAAGUAAUUGGGAAGUGCEEGECHEEEUGU
205 | ARC1151 . ) ACAGGCAAGUAAUUGGGRERAGUGCAGACOGGAUGU
206 | ARC1152 ) . ACAGGCAAGUAAUUGGGAAGUGCAGGCGGAEEUGU
207 | ARC1153 . ’ ACAGGCAAQUAAUUGGGGAGUGCGGGOGEGOUGU
208 | ARC1154 » » ACAGGCAAGUAAUUGOGGGAGUGCGAGCAGEEGUGU
209 | ARC1155 " u ACAGGCAAGQUAAUUGGGGAGUGCGGGOGGGGUGU
210 | ARC1156 .1 n ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGRUGU
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211 | ARC1157 o o ACAGGCAAGUAAUUGGGAAGUGCEAGCAGGGUGU
212 | ARC1158 u " ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCAGACEGGRUGU
213 | ARC1159 " 1 ACAGGCAAGUAAUUGGAGAGUGCGAGOGGAGUGU
214 | ARC1160 n » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGAGCGAGAUGU
215 | ARC1161 » = ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGORRUGU
216 | ARC1162 » u ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGOGGGCAGGGUGU
217 | ARC1163 n n ACAGGCAAGUAAUUGGGBAGUGCGAGOGGGGUGU
218 | ARC1164 n n ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGEGUGU
219 | ARC1165 » n ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCAGAGUGU
220 | ARC1166 n » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGBCAGEGUGU
221 | ARC1167 » » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGOCEGRGUGU
222 | ARC1168 a n ACAGGCAAGUAAUUGGOGAGUGCOGACGAGGUGU
223 | ARC1169 o » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGAGOGAAGUGU

SEQ K» X

D (HEBNA) | Kp (-RNA) | (competition)
NO | ARCH =M M aM
177| ARCO7® 9 90 9
203 | ARC1149| nottested

204 [ ARC1150 | Dot tested

205 { ARC1151 142

206 | ARC1152 232

207 | ARC1153 174

208 | ARC1154 412

209 | ARC1155 168

210 { ARC1156 369

211 | ARC1157 69

212 | ARC1158 192
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213 | ARC1159 n
214 | ARC1160 a8 5
215 | ARC1161 55 6
216 | ARC1162 47 6
217 | ARC1163 49 8
21B | ARC1164 ”
219 | ARC1165 55
220 | ARC1166 132
221 | ARC1167 107
222 | ARC1168 2
223 | ARC1169 74

[00343]) Systomatic modifications were made to ARC979 (SEQ ID NO 177) to increase
overall stability and plasma rmolease resistance. The most stable and potent varisnt of
ARC979 was identificd through a systematic synthetic spproach involving 4 phases of

waa the synthesis and assay for binding activity of ARC1386 (SEQ ID NO 224) (ARC979
with a 3*-inverted-dT), Once ARC1386 (SEQ ID NO 224) was shown to bind to IL-23 with
an affinity similer to that of the paroot malecule ARC979 (SEQ ID NO 177), all subsoquent
derivatives of ARC979 were syntheaized with a stabilizing 3'-inverted-dT.

[00344] The dot blot binding sssay proviously described was used to characterize the
rolative potency of the majority of the aptxmers synthesized. For Kp determination,
chemically synthesized aptamers were purified using denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis, 5'end labeled with y-2P ATP and were tested for direct binding to full
human I1.-23. An 8 point protein titration was nsed in the dot blot binding assay (either {100
nM, 30 oM, 10 oM, 3 oM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 0 pM} or {10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM,
100 pM, 30 pM, 10 pM, 0 pM}) in Dulbecco’s PBS (with Mg * and Ca **) with 0.1 mg/ mL
BSA. Kp values were calculated by fitting the equation y= (max/(1+K/protein)}H-yint using
KaloidaGraph (KaleideGraph v. 3.51, Synergy Software). Sequences of the ARC979
derivatives synthesized, purified and assayed for binding to IL-23 as well as the results of the
protein hinding characterization are tabulsted below in Tables 29 and 30. As can be seen in
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Table 30, and as previonsly described in Bxample 2A.3 sbove, ARC1386 (SEQ ID NO 224)
(which is ARC979 (SBQ IDNO 177) with a 3° inverted dT) has a Kp of 1 nM under these
i

[00345] Inphase 1 of the optimization process, comprised of ARC1427-ARC1471 (SEQ
ID NOs 225-269), cach individual purine regidue in ARC1386 (SEQ ID NO 224) was
replaced by the comresponding 2°-O methy] containing residue. Additionally in phase 1, a
saxies of individual end composite phosphorothioate substitntions were tested bassd on
rosults gemeratod proviously which had suggested that in addition to conferring nuclesse
stability, phospharothioats substitations enbanced tho binding affinity of dexivatives of
ARC979. Finally st the end of phase 1, a series of sptamers were testad that explored farther
the rolo of stem 1 in the fimctional context of ARC979/ARC1386. As seen from the binding
data in Tuble 30, many positions readily tolerated substitution of a deoxy residue for n 2'-0
mothyl regidue. Addition of any particular phospharothioste did not appear to-confir a
significant enbancament in the affinity of the aptamers, Intorestingly, as can be scen by
comperison of ARC1465-1471 (SEQ ID NOs 263-269), stem 1 was impartent for
maintenance of high affinity binding, however its role appeared to be a structural clamp since
introduction of PEQ spacers between the aptamer core and the 2 strands that comprise stem 1
did not sppear to significantly impact the binding properties of the aptamers.

[00346] Bascd upon the siructure activity relaticnahip (SAR) results of the from phase 1 of
the optimization process, a second serios of aptamers were designed, synthesizad, purified
and teated for binding to IL-23. In phase 2 optimization, comprised of ARC1539-ARC1545
(SEQ ID NOs 270-276), the data from phase 1 was used to generato more highly modified
composite molecules using exclusively 2°-O mothyl substitutions. For thass and all
subsequent moleculos, the goal was to identify molecules that retained an affinity (Kp) of ~ 2
nM ar better ax woll as an extant of binding at 100 nM (or 10 oM in phases 3 and 4) IL-23 of
at lcast 50%. The best of thoss in terms of simple binding affinity was ARC1544 (SEQ ID
NO 275).

[00347] Inphase 3 of optimization, comprised of ARC1591-ARC1626 (SEQ ID NOs 277-

312), the stability of the G-quartet structare of ARC979 (SEQ ID NO 177) was probed by

amaying for IL-23 binding during systematic replacement of (deaxy guanosine) dG with

deaxy inosine (dI). Since dooxy inosine Incks the exocyolic amine found in decxy geanosine,

a single amino to N7 hydrogen band is removed from a potential G-quartet for each dG to dI
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in affinity for I1L-23 suggesting that the aptamer strooture is robust. Additionally, the addition

ofphnnphmﬂdubmhnmzmﬂmnm the ARC1544 (SEQ ID NO 275) context was
ovaluated (ccmprising ARC1620 to ARC1626 (SEQ ID NOsa 306-312). As can be soen in
Table 30 the affiaities of ARC1620-1626 (S3BQ ID NOs 306-312) were in fiact improved
ralative to ARC979 (SBQ ID NO 177). Figore 17 depicts the binding curves for select
ARC979 derivatives (ARC1624 and ARC1625) frum the phase 3 optimirstion efforts,
showing the remmyimbly improved binding affinities conferred by the inolnsion of saleet
phosphorothioxts containtng residuss, compared to the parent moleculs ARC979.

[00348] Phaso 4 of optimization, comprised of ARC1755-1756 (S8Q ID NOs 313-314),
frvolved only 2 sequences in an attempt to introduce more deoxy to 2*-O methy] substitutions
md roinin affinity. As can be seen with ARC1755 und 1756, these axperimants wero
sucoossthl

400349] Unioss noted otherwise, cach of the soquences Hstod in Table 29 are n the 3° to 3°
direction and may be derivatized with polyalkylene glycol ("PAG”) molctios.

[00350] Table 29: Sequenco information Phase 1-4 ARCS79 optimixation

SEQ | ARC# | Description Sequence (5 = 3, 3T = Inv dT), (I=dT),
IDNO ) (ON = 2'-0 Methy] containing
residne) (dI = deoxy Imosing containing residue)
24| ARC13 | ARC 979 with | dAmCAAIGIOMCAAJASGMUAAJAMUMUAGAGIGAG
] YinvdT| dAMGEUIGMCIGIGAGmMCIGIGICAGmUAGmU-3T
225 | ARC14 ARC99 opt | mAmMCEAIGIGmMCIAAAIGMUAAAAMUMUIGAGAGd
27 phase 1 | GAAJORUAGmCAGAGdGmCAGdGdGdCmUdGmU-3T
226 | ARC14 ARCO99 opt | dAmMCASGAGMCIAZASCMUIAIAMUMUAGIGIG
28 phase 1 | G4AAGMUAGmCEGIGAGMCIGIGIGACMUIGmU-3T
227 | ARCl14 ARCI opt | dAMCIAMGIOMCIAJAAGmUACAMUMmUIGEGIGd
29 phase 1 | GdAIGMUdGmCAGdEdGmCIGdAdG4GmUIGMU-3T
228 | ARCI4 ARC9T9 opt | dAmMCAAIGMGmMCIAIAIGMUIAJAMUMUIGdGAGd
30 phase 1 | GdAIGMUIGMCIGIGIGMCIGIGIGACMUICmU-3T
229 | ARC14 ARCYNopt| dAMCAAIGIGMCmAJAIGMUIAJAMUMUGICAdGd
3l phase 1 | GdAIGmMUIGMCIGIGICMCAGIGIGdOmMUdGmU-IT
230 | ARCI14 ARCO9 opt | dAmMCAAIGIGMCIAMAAGMUIAJAMUMUdGIGIGd
2 .phn 1 GMU&W‘U_&&U—!T
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231 | ARC)4 ARCIT9 opt| dAMCIAIGAGMCIAJAMGMUAAJAUmMmUdGIGIGd
33 phase 1 | GdAIGmMUIGMCIGIGIGmCIGIOIGIGmUAGmU-3T

232 | ARCI4 ARCS79opt| JdAMCAAAGIGMCIAJAIGMUmMmAJAMUmUdGdGIGd
M phaso 1 | GdAIGmUAGmMCIGIGAGMCIGIGIGdGmUIGmU-3T

233 | ARCl4 ARCI?S opt | AAmMCAASGIGmMCAAJAIGmUAAMAMUmUdGIGIG
k- phase 1 | GJAIGMUdGmMCAGIGIOMCIGIGIGdGmUAGMU-3T

234 | ARCl14 ARCIT9 opt | JAmCIAIGIGMCIAJAIGMUIAdAUmUnGdGaGd
36 phass 1 | GdAIGMUIGMCAGAGIGmMCIGIGIG4GmUIGmU-3T

235 | ARC14 ARCYTO opt | dAmCIAIGIGMCAAJAICMUIAJAMUMDIdGnGIGd
37 phass 1 | GAAIGEMUIGMCIGI04GmMCIGdGEGIGMmUIGMU-3T

236 | ARC14 ARCITS opt | dAmMCAAIGIGMCAAIAICGMUIAAMUMUIGAGmMGd
38 phase 1 | GdAIGmMUIGMCIGAGA0OmRCIGIGIGIGMUIGmU-IT

237 | ARC14 ARCYM opt | dAmMCAAIGIOMCIAJAIGMUIAIAMUMIIAGAGIGm
9 phase 1 | GdAIGmMUAGMCAGIGIGMCIGIGIGIGMUIGmY)-3T

238 | ARCl4 ARCI79 opt | dAmCIAIGAGMCIAJAIGMUIAIAMUmUIIdGIGdE
40 phase 1 | mAJGEUAGMCIGIGAOMCIGEGIGICMUAGmU-3T

239 | ARCI4 ARCI79 opt | dAMCAAGGIGmMCIASAIGMUIAIAMUmUdGAGIGIG
41 phaso 1! dAMGmMUIGMCIGIGIGMCIGdGIC4GmUdGmU-3T

240 | ARCI4| ARCS79opt| dAmCAAdGEGmMCIAIAIGMUIAJAMUmUAGdGIGAG
42 phase 1| dAIGEMUMGMCAGdGIGMCIIdGdGIGmUIGmU-3T

241 | ARCl4 ARC979 opt | dAmCAAIGIGMCIAJAIGMUIAIAMUmMUIGIGAGIG
43 phaso 1| dAICGMUIGMCmGdGIGMCIGIGIGIGMUAGmMU-IT

242 | ARC14 ARCYT9 opt | dAmCAAJGdGMCIAJAIGMUIAZAMUmUEGIGAGIG
4 phase 1| dAIGmUIGMCIGOIGMCIGIGIGIGMUIGmU-3T

243 | ARC14 ARC979 opt | dACIAJGAGmMCIAIASCUIAJAMUmUIGdGIGAG
45 phawm] | dAIGmUIGMCIGICnCmCIGIGICICmUdGmU-3T

244 | ARCl4 ARCIY?9 opt | dAMCAAIGAGMCIAAIGMUIAAMUmUdGdGIGIG
46 phasel| dAJIGmUIGMCIGIGIGMCmGIGIGdGmUIGmU-3T

245 | ARCl4 ARCS79 opt | dAmCAAIGdGmCIAAAICMUIAIAMUmMUAGIGIGAG
47 phasel | dAMGMUIGMCIGIOIGMCIGMGIGdGmUIGmU-3T

246 | ARCI4 ARCIT opt | dAMCAAIGIGMCEAJAIGIUIAIAMUmUAGIGIGAG
43 phaso 1| dAIGMUIGmMCIGIOIGMCIGIGmGIGMUGMU-3T

247| ARCl4 ARCI79 opt | dAmMCAAJGIOMCIAJAIGMUMAJAMUmUIGIGAGIG
49 phasal | dAMGMUIGMCIGIGIGMCAIGIGIGMCGmUICMU-3T
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248 | ARC14 ARCIT9 opt | AAMCAAIGAGMCAAAICMUIAJAmMUMUAGI0A04G
50 phase ] dAJGMUdGMCdGdG4GmCIAdGdGdGMUmGmI-3T

249 | ARC14 ARCIT opt | mAmCmAIGAGmCIAJAICHUIAIAMUmUdGIGAGd
51 phase 1 | GdASGMUIGMCIGAG4GmCAAIGGIGMUMmGMU-3T

250 | ARC14 ARCYD apt | dAmCIAAGIGMCHAMAACMUIAJAMUmMUnGIGAGd
b v ] phase 1 | GdAAGMUIGOIGI0MGmCIGAGAGIGmUAGmU-3T

251| ARC14|  ARCI omt dAmCdA--
53 phase 1 | AGIGMCIAJAICGMUIAIANMUmUIGIGIGIGIAIGmU
dGmC4dG404GmMCIG4GdGdCmMUAGmI-3T

252 | ARCl4 ARCYTS opt dAmCdA4G-s-
54 phase 1 | dGmCAAJAIGMUAAAAMUmUIGIGIA40dAICMULG
mCEGAGAGmCIGIGAGIGmMUIGmU-3T

253 | ARC14 ARCI?9 opt dAnCdAIGIG-s-
N 55 phase 1 | mCAAJASGMUIAIAUImUd0dEdGAGdAIGmUdIGm
Ca0dG4GmCAdGdGIGmUdGmU-3T

254 | ARC14 ARCY79 opt dAmCJAIGIOmCIACAICGMUIAIAMUmUIG-s-
56 phaw 1 { dGdGAGEAIGMUIGMCIGIGIGMCEGdGIGdGmUIG

mU-3T

.255 | ARCl4 ARCY79 opt mmwmmummum
57 phase 1 | 4GdGdAAGmMUIGMCIGIGIGNCIGIGIGIGMUIGmU

. 3T
?5‘_ ARC14 ARCY?9 opt Wmmmumm
58 phase 1 | dGAAACMUIImCEGIGIGMCAGIGIGIGMUIGHU-3T

257 | ARCI4 Am opt | dAmCdAIGIGMCIAJAICGMUIAAAAMUMUEGAGIGAG
. 59 phase 1 | 4AJGEMUAGMIT-8-dGdGIGmMCIGICAGIGmUdGmI-3T

258 | ARC14 ARCY? opt | dAmCAAIGIGMCIAJAAGMUIAAAMUmUdGIGIGAG
60 pham 1 | dAJGmMUIGMCAG-»-d340mCIGAGAG4GmUIGmU-IT

259 | ARC14 ARCI? opt | dAmCdAJGIGMCIAIALSGmUMASAMUmMUIGIGIGIG
61 phaso 1 Mwmuwmmammwmm

260 | ARC14 ARCSTY opt | dAmCAASGAGmMCIAJAAGMUIAdAMUMmUIGIGA04G
2 phase 1 | dAMGMUIGMCIGIGIGMCIGIG-5-dGdGMUIGmMU-3T

261 | ARC14 ARC979 opt | dAmCAAIGIGMCAAJAIGMUAAZAMUMUIGIGAI40
63 phase 1 | dAGmUIGMCAGIGIGmMCIGIGIG-s-dGmUdGmU-3T

262 | ARC14 ARCY9 opt MAWUWMWUW*
64 phaso 1 | dAIGmUdGmCIGIGdGmCIAdGdGIG--mUdGmU-3T

263 | ARCM| ARCOTIop dAmMCAAIGIGmCIAIAIGMUAA-»-
65 phase 1 SAmMUmUJGIGEGIGdA-5-dG-s-mU-3-dG-8-
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mCaGdGdG-+-mCdGdCGdGdOmUIGmU-3T

264| ARCI4| ARCIPopt| dAmMCIAFEGIGAOmMCIAJAIGMUIAJAMUmMUIGIGd
“ IO T L al ol e AL aUoL )

265 | ARC14 ARCI?9 opt | mCmGmCIAPEGIGEGmCIAAAIGMUIAJANmUIG

67 phase 1| dGIGAGAAIGHIIGMCIGIGIGmMCIGIGIGIGPRGm

UVdGmCm(-3T

266 | ARC14| ARC979 opt | GEGmMCIAIAIGmMUIAIAMUmUIGIGICIGAAIGmU

63 phase 1 dGmCdGdGIGmCIGIGIGAG-3T

267{ ARCI4] ARC979 opt | dGAGMCmAMAIGMUIAIAMUmUmGIGIGAGdAIGm

& phase 1 UdGmCIGdGIGmMCIGAaAdG4a-3T

268 | ARC14 ARCIT9 opt| dGIGMCIALAAGMUIA-3-dAMUmUdGEGIGIGdA-s-

0 phase 1 4G-+-mU-s-4G-+-mCdGdGdG-+-mCIGdGIGIG-3T

269 | ARCM4 ARCY9 opt | dGAGMCMAmMAIGMUIA-s-dAmMUmUmGIGAGIGIA-

| n phbaso 1 8-dG-8-mU-s-dG-s-nCAGIGdG-s-mCIGIGIGAG-3T

270| ARCI5| ARC9790opt| mAmCIAIGIGMCEAJAIGMUIAIAMUmUIGIGIGd

3 phase 2 | GAAICmMmUIGmMC4GAGdGmMCIG4AG4GIGmIUmGml-3T

271 | ARCI1S ARCS79 opt | dAmCAAIGAGMCIAmMAMCGMUmAJAMUmUdGIGIGE

40 phase 2 | GAAIGMUIGMCIGIGIGMCIGAGdGIGmMUIGmU-3T

272] ARCLS ARCIT9 opt | AAmMCAAAGEGMCAAJAIGRUAAJANUmUEGIGdGm

41 phsse2| GmAMGMUMGMCIGIGIOMCIGGIGIGmUIGMU-

ar

273 | ARCI1S ARC979 opt | dAmCAAMGIGmMCIAJAICMUIAJAMUmUIGAIGE0IG

42 pbam2 | dAMGmUIGMCIGAGmEMCHmOmGIGIGmUdGm-3T

274| ARC15| ARCY79 opt | mAmMCAAAGAGMCIAMARGMUmAJAMUMUIGIGIG

275| ARCI1S ARCI79 opt | AAmCAAIGIGMCIAJAIGEUIAJAMUmUIGmGmGd

44 phase 2 | GAAJOmUIGMCmGnGIGmCIGIGMmGmGmUdGmU-

ar

276| ARC15| ARC9opt| mAmCIAIGIGRCIAMAMGMUmMAJAMUmUdOmGm

45 phass 2 | GmGmAmGMUmGnCanGmGmGmCmGmGunGmGml)

mGmU-3T

277| ARC15| ARC979 opt | dAmCIAJIIGMCIAJAIGMUIAdAmUMUIGIGIGAG

91 phaso 3 AdGmUdGmCAGdGIGmCIGIGIGICmMUIGmMU-3T

278| ARCIS| ARCYH79 opt | dAmCAAIGAIMCAAJAIGmMUIAIAMUMmUIGIGAGI0d

2 phase 3 AdCGmUdGmCIGIGIGmCAGdGAGdCmUdGmU-3T
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279 | ARC1S ARC979opt | dAmCAAdIAIMCIAJAIGmUIAJAMUmUIOIG4GIGd
9 phase 3 AdGmUIGmCIGIGIGmCAGIGAGIGmUIGmMIU-3T

280 | ARC13 ARC979 opt | dAmCAAIGIGMCIAJAdIMUAAJAmUmUdGdGdGAGd
o4 phase 3 AdGmUdGmCAGIGdGnCIGdG4GdGmUdGmU-3T

281 | ARC1S ARC?9 opt | dAmCAAIGAGMCAAJAICMIAAdARUNUSIAGAGI0L
2] phase 3 AdGmUdGmCdGdGdGmCIGIG3GAGmUIGmU-3T

282 | ARC15 ARC979 opt | dAmCIAIGAGMCIAIAIGmMUAAJAmUmUAGHIdGG
96 phaso 3 AdGuUIGmCIGAA4GmCIGIGAGIGmUAGmU-3T

283 | ARC15 ARCITI opt | dAmCIAIGIGMCIAdAIGUIAIAMUmUSGEGdIIG
97 phase 3 AdGmUdGmC4dGdGdGmCIG40dGdGmUAGmU-3T

284 | ARC15 ARCYIT?9 opt | dAmCdAJIGAGmMCIAJAIGMUIAIAMUmUFAOGdGdGdId
. 98 phase 3 AdGmUdGmCAGdGIGmCIGdGdGdGmUIGmU-3T

285 | ARC15 ARCIT9 opt | dAmCAASGIGMCIAJAIGMUdAIAMUmUSIAIEGAG
- phase 3 AdGmUdGmCIGdGdGmCIGIGI0dCGmUIGInU-3T

286 | ARC16 ARCO79opt | dAmCAAIGIGMCIAJAIGMUIAIATUmUIGIIAG
00| phaso 3 AdGmUICmCIGdG4GmCAGI0dG4GmUIGmMU-3T

287 | ARC16 ARCI79 opt | dAMCAASGIGmMCIACAIGmMUJAGAMUmUIGIGIdEA
01 phase 3 AdGrUdGmCIGdGIGMCIGIG4GdGmUIGmU-3T

288 | ARC16 ARC979 opt | ¢AmCAAICIGMCAAIAIGMUIAIAMUmUAAAIAIZAD
02 pham 3 GmUdGmCdGdGdGmCdGd0dGdGmUdGmU-3T

289 | ARCI16 ARC979 opt | dAmCIAIGIGMCIAIAIGMUIAIAMUmUIGIGIGIG
a3 phase 3 dAdimUdGmCA40dGEnCIGdGdGdGmUAGmU-3T

290 | ARC16 ARCI79 opt | dAmCIAIGIGMCIASAIGNMUAAIAMUnUIGIGIGAG
04 pham 3 dAIGmUdImCIGIGIGmCAGIGIGdOmUAGmMI-3T

291 | ARC16 ARC979 opt | dAmCAASGIGMCIAAAIGMUIAJAMUMUAGIGIGIG
as phame 3 dAdGmUAGmCAIdGdGmCAGdGdGdGmUdIGmU-3T

292 | ARC16 ARCI7?9 opt | dAmCIAGIGMCAAAAIGMUAAZAmUmUG4GAG4G
06 phase 3 dASGmUGmCIGIGnCIGIGdGdOmUAGmU-3T

293 | ARC16 ARC9I79 opt | dAmMCAASGIGmCIAJAIGIMUdAIAMUMUIAGIGIGAG
o phase3 | ' AAMCGMUICMCIGIGIMCIGIGIGAGMUAGMU-3T

294 | ARC16 ARC9I79 opt | dAMCIALGAGMCIAAAIGmMUAAIAMUmUIGIGIGIG
08 phass 3 dAIGIUAGMCAIICMCAGAGI0ICmUAGMU-3T

295 | ARC16 ARC979 opt | dAmCAAIGEGmMCIAJAIGRUIAIAMUmUSGdGIGAG
. 09 phase 3 dAJGmUdGmCIGAIdImCIGIGdGIGmUIGmU-3T
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296 | ARC16| ARC9790pt | dAMCIAAGIGMCIAZASGMUIAIAMUMUIGIGAGAG
10 phase 3 3AIGMUICMCAdIINCIGIGAGIGMUIGmU-3T

297| ARC16| ARCY79 opt | dAMCIAIGIGMCAAJAIGmUIAdAMUmUdGAGIGda
11 phaso 3 dAJGMUIGMCIGIGIGMCAIGIGIGMUIGMU-3T

298 | ARC16f ARC979 opt | dAMCIAAGAGMCAAJAICMUIAIAMUMUIGIGIGIG
12 phase3 |  dAJGMUAGMCIGIGIGMCIGAAGIGMUIGmI-3T

209 | ARC16] ARC979 opt | dAMCAAASGIGraCIAGAIGMUAIAMUMUIGAGIGIG
13 phese 3 dAAGMUIGMCIGIGEGmCIGIGAAGMUAGMU-3T

300 | ARC16| ARC979 opt | dAMCIAIGAGMCIAJAIGMUIAIAMUmUAIAGIGG
14 phase3 |  dAJGMUIGMCIGIGIGMCIGEGIGIMUIGMU-3T

301 | ARC1I6] ARCY79 opt | dAMCAAIGIGMCIAJAIGMUAAIAMUmUSGAGIGIG
15 phase 3 dAIGMUAGMCIGIGICmCAAIIGGmUIGmU-3T

302 | ARC16| ARC9790pt| dAMCAAIGIGMCAAJAIGMUIAJAMUmUSGEGAGAa
16 phase 3 dASGmMUdGmMCIGdGEGmCIGAIGMUIGMU-3T

303 | ARC16| ARC979 opt | dAMCIAIGIGMOIAIAIGHUMAIAMUmUIGIGIGIO
17 phass 3 JAIGMUAGMCIGIGIGMCIGIGAIdIMUIGmU-3T

304 | ARC16| ARC979 opt | dAmCIAGGIGMCIAJAIGmUIAIAMUMUIGIGIGI0
18 phaso 3 dAJCMUIGmMCIGIGIGMCIAIEnUIGmU-3T

305| ARCI6| ARCS79 opt | dAMCIASGIGMCIAJAAGMUAAAMUMUMGEGIGIG
19 phase 3 dASGmUdGmCIGIGIGMCIGIAIGIGmUdEnU-3T

306 | ARCI6| ARCO79opt dAmC-g-
20 phase 3 | dAJGIGmMCIAJAIGMUIAIAMUMUdGmGmGIGdAd
GmUdGmCmGmGICmCIGIGmEmGmUIGmU-3T

307| ARCIS| ARCIOop dAmCIA-5-3G-s-
21 phase 3 | dGMCAAJAIGMUIAJAMUmMUIGMGmGIGIAIGmU
GmCmGmGIGmCIGIGMGmMGmUIGmU-3T

308 | ARCI16| ARC979opt dAmMCAAIGAGMC-8-dA-s-dA-s-4GmU-s-dA-s-
2 phase 3 dAmUmU-s-
dOmMGMGAGAAICMUIGMCmGmGIGMCIGIGMGmG

mUdGmU-3T

309 | ARCI16| ARC9790pt| dAMCIAIGIGMCIAJAIGMUIAIAMUMUIGmGmG-
2 phage 3 s-d0-8-dA-s-dGmtJ-s-
4GmMCmOmGIGMCICIGmGMGmUIGHU-3T

310 | ARCI6| ARC979opt| dAmCAAIGIGMCIAIAIGMUIAJAMUmUIGMGRGd
2% phase 3 GJAIGmMUIGMCmGmG-s-4GmC-s-dG-#-
AGmGMGmUIGMU-3T

311| ARCI6| ARCI79opt| AAMCAAAGIGMCIAAASGMUIAJAMUMUEGmGmGd
25 phase 3 GAAIGMUIGMCMGMGIGMCIGGmGmGmU-5-
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aGmU3T |
312| ARCI6| ARCI/9opt| dAmCadA-5-3G-+3GmCsdA-5-dA-+-3GmU-dA+
26 phaso 3 dAMUmT-4+-dGmGmG-8-3G-4-dA-+-dGmU-s-
36mCmGnG-s-dGmC-5-3G-+-4GmAmGinU-¢-4GmU-
3T
313 ARCI7| ARCIMopt| mAmC-s-dAJGAGmC sdAMAMGmMUmA 5 dAmUmU-
55 phasc 4 »-
dGmGmGmGmAmGmUmGmCmGmGnGmCmGmGn
GmGmUmGHU-3T
314 | ARCI7| ARCI79opt| mAmCsdAIGAGMC e dAmAMGmMUmA s-dAmUmU-
56 phase 4 - 8-3GmGmG-o-dG-9-dA-s-dGmU-s-
4GmCmGmGNGmCnGnmGmGmGmUnGmy-3T
[00351] Twble 30; Binding Cheracterizxtion
SEQ D NO % binding
at 100 M
(through
ARC# Description | Kp (aM) | ARC1619)
or at 10 sM
(ARC1620 -
1756)
24| - ARC 979
ARC1386 | . with 3tiny 1 69.9
aT
75 ARCOTY opt
ARCI4ZT phaso 1 30 ey
6 ARCO79 opt
ARCAZY phas 1 18 578,
27 ARC979 opt
ARC14A2 phase 1 295 484
28 ARCIT9 opt
ARCIIO | " e 1 142 516
28 ARCST9 opt
ARC1431 phase 1 100 563
20 ARCI79 opt )
_ ARCISZ| ™ e 1 23 579
271 ARCYT9 ogt
ARCIA33 | ase 1 238 552
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B2 ARl Am:lfﬂ 3.0 529
B arcress Amﬁ:? 08 512
24 arcres mﬂ.ﬂ 15.1 469
231 Avcle AR@:Z::: 39 431
201 Amcss m;’:u""f 60 367
BT arcus m;:-’uwlt 48 435
28] - amciuo ARC?,:.’:: 67 549
B Arcus %"plt 27 493
#01 arcun Am:;:plt 28 60.5
M arcius mc:?h.g.ewlt 2.0 528
2| Awclam m’p'h:noplt 44 58.1
23| Arcius ARC:;:»OP; 2.8 563
2#| Avcims M,Z’;.e"’f 2.1 55.0
1 amciur ARC:Z:-:F; 25 56.5
#6( amcius %@1‘ 23 59.5
#7| ancius %@f 26 434
ad I T M,;”;.Z'i‘ 26 465
| avciest ARC:::T::; 102 46.1
B0 arcusm Anc:”h;.:p; 189 569
251|  ARCI1453 | ARC979 opt 44 65.0
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phase 1
22| ARClass mﬂn@: 2.7 616
221 amcuss th:noplt 1.6 566
B4 arciass m;ﬁ.?f 32 55.5
23| Amcust mﬂ.’."’f 3.0 56.1
391 Awclass mp::a?lt 29 49.6
B7| arcus m,;'.’..""f 40 50.7
B8] arcue Am:;'f.."’f 58 46.1
22 arcus mﬂ.’..""f 37 473
201 arcue Amﬁnoplt 17 534
%1 ancue ARC:?hngnoplt 36 535
22| arcuet mﬂ.’:"f 24 546
22| arcues %OP: 13 57.0
24| Arcass m?ﬂ:nop: 19 38.7
23| arcuer %up: 17 57.0
26| amciess m,;'.’.?f 100 498
7| “Arcue Am;::uq,lt 48 59.8
%) Arcum mph:;plt 8.6 61.0
29| arcum Amﬁ-:plt 23.5 62.9
01 axcisy mc:”b;:zt 6.6 4338




PCT/US2005007666

WO 2005086835
2 ARC979 opt
ARC1540 phase 2 75 503
272 ARCST9 opt
ARC1541 phase 2 39 57.0
273 ARC979 opt
ARC1542 phase 2. 12 576
274 ARC979 opt
ARC143 phase 2 59 409
275 ARC979 opt
ARCL544 phase 2 09 58.6
276
04 & 620
ARC979 opt | (the binding
ARCI545 ey | e binding
strongly
biphasic) | 17.4 & 209
277 ARC979 opt
ARC1591 7 ot ses
278 ARC979 opt
ARC1592 phase 3 8.1 44
2719 ARC979 opt
ARC1593 phase 3 138 51.0
280 ARC979 opt
ARCI5%4 phase 3 42 60.1
281 ARC979 opt
ARC1595 phase 3 54 539
28 ARC979 opt
ARC1596 phase 3 1.1 59.0
283 ARC979 opt
ARC1597 phase 3 112 613
284 ARC979 opt
ARC1598 phase 3 47 610
285 ARC979 opt
ARC1599 phase 3 72 577
286 ARC979 opt
ARC1600 phase 3 156 613
287 ARC979 opt
ARC1601 phase 3 44 58.6
228 ARCY79 opt
ARC1602 phase 3 4038 644
125
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289|  ARCl603 mﬁu"l’; 16 2
20| Ancieos m.:.’.ﬂ 2.1 502
1| ancieos | AR o 75 568
22| Ancicos ARC;;,:!:F; 50 603
| azcieor %ogt 33 615
24| arcieos uc:::uq’; 9.7 61.1
#31  Arcie ARC:E-?; 47 60.5
296 ARCI610 %ﬂ‘ 52 604
27 amcien mﬂn@; 1.7 62.1
298| Arci612 %""; 1o 609
299  aRcCl613 ARC:;’:””; 23 s8a
301 arciene ARC:Z.,:; 17 60.5
W arcies m,z.’.:';' 58 552
2| Azcies ARC;’::;];I: 6.1 595
Bl arciory Am::::;t 41 619
W[ arcies %@; 340 67.0
| arcisio A%w; 28 52.1
%91 Arcien Akc:h',fno];t 0.4 68.0
7 axciezn ARC:Z::F; 0.5 64.6
08|  ARCI622 | ARCY79 opt 03 660

AKO
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phase 3

300 ARC979 opt
ARC1623 phase 3 02 68.7

310 ARC979 opt
ARC1624 phase 3 0.4 68.0

311 ARCS79 opt
ARC1625 phase 3 04 750

312 ARCY79 opt
ARC1626 phaso 3 0.1 792

EYE) ARC979 opt
ARC1755 phaso 4 038 31

314 ARCIT9 opt
ARC1756 phase 4 0.5 56

*30min RT faoubation for Kp determmation
*1X Dulbecco's PBS (with Ca™ and Mg* y 10.1mg/mL BSA reaction buffer

[00352]) A subsct of the aptamers identified during the optimization process was assayed
for nuclsase stability in human plaama. Plasma nuclease degradation was measuredd using
denaturing polyacrylamride gel eloctrophorosis as described below. Bricfly, for plasma
polyacrylamide gel electrophoresis, 5’end labeled with y-*P ATP and then gel purified
again. Trace *P labeled aptamer was incubated in the presence of 100 nM unlabeled aptamer
in 95% buman plasma in a 200 microliter binding reaction. The reaction for the time zero
point was made sopamately with the same components excopt that the plasma was replaced
with PBS to ensure that the amount of mdioactivity loaded on gels was consistent across the
expariment. Reactions were incubated at 37 °C in a thermocycler for the 1, 3, 10, 30 and 100
hours. At cach time point, 20 microliters of the reaction was removed, combined with 200
microliters of formamide loading dye and flash frozen in liquid nitrogen and stored at -20 °C.,
After the last time point was taken, frozen samples were thawed and 20 microliters was
removed from each time point. SDS was then added to the small samples to a final
concentration of 0.1%. The samples were then incubated at 90 °C for 10 — 15 minutes and
loaded directly onto a 15% dematuring PAGE gel and run st 12 W for 35 minutes.

Radioactivity on the gels was quantified nsing a Storm 860 Phosphorimager system
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(Amersham Biosciences, Piscatawzy, NT). The percentage of foll length aptamer at each time
point was detezmined by quantifying the full length aptemer band and dividing by the total
counts in the lano. The fraction of full lemgth aptamer at each time-point was then
normalized to the percentage full length aptamer of the 0 hour time-point. The fimction of full
length eptamer as a function of time was fit to the equation:

m1*e(-m2*m0)
where m1 is the maximmm % fall length aptamer (m1=100); and m2 is the rate
of dogradation.
The balf-life of the aptamer (T») is equal to the (In 2) / m2,
[00353] Sample datn is shown in Figure 18 and the results for the aptamers tosted are
summarized in Table 31.
[00354] Table 31: plasma stability

SEQ ID NO ~T172 in
ARC# Deseription humen
plasms (hrs)
177 ARC979 14

224 ARC 979
ARCI1386| with3'-inv 33

307\ Arci621

phase 3 59
308 ,rciez | ARCOTY opt

ARC1623

310{  ARci64

phase 3 35

311 ARC979 opt
ARC1625 ohase'3 a1

312  Arci626

phase 3 113

313 ARC979 opt
ARC1755 hese 4 o

ARC1756 | ARCO79 opt
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[00355] IL-23 plays a rolo in JAK/STAT signal tranaduction and phosphorylaies STAT 1,
3, 4, and 5. To test whether I1.-23 aptamers showed call-based activity, signal tnmsduction
was assayed in the lysates of peripharal blood monammclear cells (PBMCs) grown in media
containing PHA. (Phytohemagglutinin), or PHA Blasts. Moro specifically, the cell-based
assay determined whother XL-23 aptamers could inhibit IL-23 induced STAT-3
phosphorylation in PHA Blasts.

[00356] In easence, lysates of IL-23 treatod cells will cominin more activated STAT3 than
quicscent or aptamer blocksd cells. Inkibition of IL-23-induced STAT3 phosphorylation was
measured by two methods: by westem blot, uxing an anti-phospho-STAT3 Antibody
(Tyx705) (Cell Signaling, Beverly, MA); and by TransAM"™ Assay (Active Motif, Carisbad,
CA). The TransAM " assay kit provides a 96 well plate on which an oligonncleotids
cantaining the STAT consensus binding site (53"TTCCCGGAA-3") is immobilized. An anti-
STAY3 antibody that recognizes an cpitope on STAT3 that is only accessible when STAT3 ia
activated is used in conjunction with an HRP-conjugated secondary antibody to give a
colarimetrio readout that can be quantified by spectrophotometry. (Seo Figure 19).

[00357] In summary, tho cell-based amsay was conducted by isolating the peripheral blood
monamclear cells (PBMCs) from whole blood nsing a Histopaque gradient (Sigma, St.
Louis, MO). The PBMCs wero cultared for 3 to 5 days at 37°C/5% CO; in Pexipheral Blood
Modhim (Sigma) which contains PHA, supplemented with I1-2 (100 units/mL) (R&D
Systems, Minneapolis, MN), to gencrate PHA Blasts. To test IL-23 aptamers, the PHA
Blasts were washed twice with 1X PBS, then seram starved for four hours in RPMI, 0.20 %
labeled eppendorf tabes. hIL-23 at a final constant concentration of 3 ng/mL (R&D Systoms,
Mimneapolis, MN) was combined with a dilntion series of various I1.-23 sptamers ag
described in Example 1, and the cytokine/sptarner mixture was added to the aliquotied cells
in & fial volume of 100 pl and incubated at 37°C for 10-12 minutes. The incubation reaction
was stopped by adding 1 mY. of ico-cold PBS with 1.5 mM NayVO,. Cell lysates wero mado
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using tho lyxis buffer provided by the TransAM™ STAT 3 assay following the manufacturer’s
instruotions. Figare 20 depicts a flow summary of the protocol used for the coll based assay.
[00358] Purent aptamer and minimized I7-23 sptamens from the various selections with
2’-F pyrimidines-contsining pools (fRIY), ribo/2°0-Me containing pocls (RmY),

deoxy/2"0-Mp containing pools (IRmY), and optimrized dRmY aptamers were tested using
the TmnsAM™ method.

[00359] Full length clonos from the rRfY selection described in Example 1A, and selact
minimized rRfY clones that were described in Example 2A.1, wero tosted using the
TranaAM™ STATS3 activation asssy. Tablo 34 summarizas tho cell based assay dats for IL-
23 full length aptamers ganemted from the tRIY selections deecribed in Example 1A. Table
35 summarizes the activity data of tho rRfY minimized clones, desoribed in Bxample 2A.1,
each compared to the activity of their respective parent (full length) clone. The minimized
RSY clonas F11min2 (SEQ ID NO 147), A10min3 (SEQ ID NO 139), A10min6 (SBQ ID
NO 140), B10min4 (SEQ ID NO 144), B10minS5 (SBQ ID NO 145), Typel.4 (SEQ ID NO
151) and Typel.5 (SEQ ID NO 152) ench outperformed their respeotive parent clanos (see
Figure 21), in addition to all of the full length sRY clones when teated in the TranaAM™
STAT3 activation assxy.

[00360] ‘Table 34: Cell Based Assay Resulis: Summary of tRfY Clonos Tested

Clone
SEQIDNO | Name selection | Western Blot | TransdAM | TransAM ICo
AMX36-
27 Cs RS h-IL-23 Yes Yea IpgM
AMXS6-
13 D5| RSHIL23 Yos You >S5 M
AMXRBG-
16 Dé RS h-1L-23 Yeu Yes >5uM
AMXE6-
24 B6 RS h-IL-23 Yes No
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AMX86-
22 F6 R8 hIL-23 Yes No
AMXB6-
18 AT RS h-11-23 Yes No
AMXE6-
25 H7 RS bIL-23 Yes No
AMXS6-
3s B9 R8 X-1I1-23 Yes No
AMX86-
32 C9| RBX-IL-23 Yes No
AMNB6-
33 G R3 X-1L-23 Yes No
AMXB6-
39 H9| R3XIL-23 Yos Yeos 250 nM
AMX36-
28 BI0O| R8X-IL-23 Yes Yes 800 oM
AMXS6-
36 Gl0| RBXIL-23 Yea Yeos ~2 M
AMNXS6-
37 All RSB X-11.-23 Yeon No
AMXE6-
30 DIl RB X-1IL-23 Yes No
AMNE4-
43 Al0 | R10 PN-IL-23 Yes Yes 400 oM
AMX84-
44 B10 | R10 PN-IL-23 Yes Yes >1pM
AMXB4-
45 All | R10 PN-IL-23 Yes Yes >5pM
AMXS84-
46 F11 | R10 PN-IL-23 Yes Yes 250 oM
AMXS4-
47 El12 | R10 PN-IL-23 Yes Yes >1uM
AMXB4-
43 C10 | R10 PN-IL-23 No Yes 250 aM
AMXB4-
49 Cl11 | R10 PN-IL-23 No Yes 800 oM
AMXS4-
50 G11 | R10 PN-IL-23 No Yes 250 nM
ARXRB3-
51| plaisl- R12 PN-IL23 No Yos >5mM
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H1
AMX91-
52 F11 | R10 FN-IL-23 No You 5M
ANX91-
53 41 | RIOPNIL-23 No Yoo 2 M
AMX9]-
54 H3 | RIOPN-IL-23 No Yes >5pM
AMX91-
55 H3 | R10 PN-I1-23 No Yes 50 oM
AMX91-
64 Gl1 | R12PNIL23 No Yes IpM
AMXO1-
65 Cl2 | RI2FN-IL23 No Yes 50 :M
AMX91-
66 HI12 | R12 PN-IL2] No You 350 oM
AMX91-
56 BS | R10 PN-IL-23 No Yos 1pM
AMX91-
57 As | R10 PN-IL-23 No Yes M
AMX91-
58 G7| RI2PN-IL23 No Yes 150aM |-
AMX91-
59 H? | R12PNIL23 No Yos 50 oM
AMX91-
B8 | R12 PN-11.23 No Yes 450 sM
AMX91-
61 HS8 | R12PN-IL23 No Yo IpM
AMX91-
G9| R12PN-I123 No You 50 sM
AMX9]-
D9{ RI2PN-IL23 No Yoo 150oM |
[00361] ‘Table 35: IL-23 2'F fREY Minimized aptamer binding compared to parent
spiameors.
SEQ ID | Clome Name ICx ICs Full
NO Selection Whist | TrasAM | minlmer Lemgth
Flimin2 | RI10PN-IL-
147 23 No Yes 25 oM 250 Nm
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Al0min5 | R10PN-IL-

139 23 No Yeos 300 oM 1 pM
AlOming | R10 PN-IL-

140 23 No Yen 250 aM 1 pM
B10mind | RI0 PN-IL-

144 2 No Ye» 500 nM 700 nM
Bl0minS | RIOPNIL-

145 23 No Yos 80 nM 700 nM

151 Typol 4 N/A No Yos 80 nM N/A

152 Typel.S NA No Yes 80 nM N/A

[00362] Parent cloncs from the dRmY sclection described in Example 1C, and minimived
dRmY olones from fis seloction (describod in Exmmple 2A.2), wers tested for activity uaing
tho TramAM™ STAT3 activation assay. The three fafl length dRmY clonos described in
Bxamplo 1C which showed the highast binding affinity for I-23, ARC439 (SEQ ID NO 91),
ARCA90 (SEQ ID NO 92), ARCAS1 (SBQ ID NO 54) wore tosiod. ARC 492 (S8BQ ID NO
97) which exhibited no hinding to 1L.-23 was used as 8 nogative control. ARC#89 (SEQ ID
NO 91), and ARC491 (SEQ ID NO 54) showed compazable cell based activity in the
TransAM"™ STAT3 activation assay and praliminary dats indicate 1Cso's in the 50 nM-500
nM mnge (dais not shown).

[00363] The only minimived clone from the dRmY minimization affocts dosoribed in
Example 2A2 which ahowed binding to IL-23, ARC527 (SBQ ID NO 159), was tested in
the TranasAM™" STATS3 activation assay and showed a docroass in assty sctivity compared to
its respootive full length ARCA89 (SEQ ID NO 91) (dsta not shown),

[00364] Paront clonss from the dRmY sclection described in Bxample 1D, and minimized
clones from this sslection (described in Rxample 24 3) that displayed high affinity to KIL-23
wore scromed for fmctionality in the TomsAM™ assay nsing an 8-point IL-23 titration from
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0o 3 M in 3 fold dilutions in combination with a constant IL-23 concentretion of 3 ng/ml.
ICxs for the full longth clones were calculated from the dose response curves. Fignre 22 is an
example of the dose responso curves for the dRmY clonea from the sclection described in
Examplo 1D that displayed potent cell based activity in the TransAM™ assay (ARC611 (SEQ
ID NO 103), ARC614 (SEQ ID NO 105), ARC621 (SEQ ID NO 108), and ARC627 (SEQ ID
NO 110)).

[00365] Minimized dRmY clones (described in Example 2A.3) were screcned for
fimotionality and compared to their respective parent clons in the in tho TmnsAM™ assay.
ICsus were caloulated from the dose responss curves. Figuro 23 is an example of the dose
responss cuxves for soms the more potent minimized dRmY clones, ARCS79 (SEQ ID NO
177), ARC980 (SEQ ID NO 178), ARC982 (SEQ ID NO 180), compared to the parent full
length clonos, ARCG621 (SEQ ID NO 108) and ARCS27 (SEQ ID NO 110). ARC979 (SEQ
ID NO 177) consistently performad the best in the TransAM™ aasay, with an ICsp of 40 nM
4/- 10 nM when averaged over the course of three experiments. ARC792 (SEQ ID NO 162),
ARC794 (SEQ ID NO 164), ARC795 (SEQ ID NO 165) also displayed potent activity in the
TransAM" asaay.

[00366) Several of the optimized ARC979 derivatives described in Exsmplc ZB.2 that
displsyed high affinity to hIL-23 were screened for their ability to inhibit IL-23 induced
STAT 3 activation using tho PHA Blast assay previoualy described. Inhibition of IL-23-
induced STAT3 phosphorylation was measured using the Pathecan® Phospho-STAT?
(Tyr705) Sandwich BLISA Kit (Cell Signaling Tochnology, Beverly, MA).

[00367]  Similar to the TransAM™ Assay mefhod previously desoribed, the Pathscan® -
Phospho-STAT3 (Tyr705) Sandwich ELISA Kit detects endogenous levels of Phospho-
STAT3 (Tyr705) protein by using 8 STAT3 mbbit monoclonal antibody which has been
coated onto the wells of s 96-well plate. After incubstion with cell lysates, both nonphospho-~
and phospho-STAT3 proteins are captured by the coated antibody. A phospho-STAT3 mouse
monoclanal antibody is addod to detect the captured phospho-STAT3 profein, snd an HRP-
linked anti-mouse entibody is then used to recognize the boond detection antibody. HRP
substrate, TMB, is added to develop color, and the magnitude of opticel density for this
developed color is propartional to the quantity of phospho-STAT3 protein.
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[00368] PHA Blasts wero isolated and prepared as described above and treated with hIL-
23 at a final constant concentration of 6 ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN) to induce
STATS3 activation, instead of using 3 ng/m]. es proviously described with the TrangAM™
assay. Several clonss from the selection described in 2C, were scroened by using a 6-point
IL-23 titration from 0 to 700nM in 3 fold dilutions in combination with a constant 1(.-23
concentration of 6 ng/mL of IL-23 (R&D Systems, Minneapolis, MN) to induce STAT3
activation, instead of using 3 ng/ml. as previously deacribed with the TransAM™ assay.
Lysates of treated cells were prepared using the buffiers provided by the Pathscan kit, and the
assay was nun according to the mamuficturer’s instructions. ICsps for the full longth cloncs
were calculated from the dose response curves.

[00365] ARC979, which displayed an ICsp of 40 +/-10 nM using the TransAM™ method,
consistently displayed sn ICso of 6 ++/- 1 nM using the Pathecan® method, As proviously
mentionod this ICsp value is consisterit with the Kp value for ARC979 of 1 nM which was
ropeatedly verifiod under the direct binding assay conditions described in Example 2B.2. As
can bo seen from the Tuble 36, scveral of the optimized derivatives of ARC979 remarkably
displayed oven higher potenicy than ARC979 when directly compared using the Pathscan®
Mothod, particularty ARC1624 and ARC1625, which gave ICs valuss of 2 oM and 4 nM
respectively.

[00370] Fignro 24 is an example of the dose response curves for several of the optimirnd
clones that displayed both high affinity for IL-23 and potent cell based activity in the
Pathscan® assay. Table 36 summarires the ICx's derived from the dose response curves for
the optimized aptamers tested.

[00371] Table 36: ICxs for Optimized ARC979 derivatives in the Pathscan® Assay

SEQIDNO | Clone Pathscan® ICg
(aM)

177 979 64+-1

275 1544 .

308 1622 9
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309 1623 3
310 1624 2
n 1625 4
312 1626 12

313

1755

314

1756
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[00372] Using tho PHA Blast assay and the TransAM method described above, mouse
IL-23 wes shown to activate STAT3 in human PHA blasts (See Figure 25). Therefore, the-
ability of the parent clones from the mouse IL-23 selection described in Example 1E, and
minimized clones from this selection (described in Example 2A.4) that displayed affinity to
miL-23 to block mouse I1-23 induced STAT3 activation in luman PHA blast colls was
measured using the TranaAM™ assay. The protocol nused was identical to that previcusly
described except mouss I1.-23 was used 10 induce STAT 3 activation in PHA Blasts ata
concentration of 30 ng/ml, instead of uging human IL-23 at a concentration of 3 ng/mL. The
results for the parent clones aro listed in Table 37 and the results for the minimized clones are
listed in Table 38 below.

[00373] ‘Table37: Parant miL-23+RSY Clono Activity in the TranaAM™ Assay

SEQIDNO | CloneName | Sclection | ICy (M)
124| ARCI628| R7mIL-23 37
125 ARC1629| R7mIL-23| NotTosted
126| ARCI1630 | R7mlL-23S 16.6*
127| ARC1631 | R7mIL-238 | Not Tested
128| ARCI632 | R7mIL-238 18
129] ARCI633 | R7mIL-238 31
130] ARCI634 | R7mIL-238 9
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*Multiple experimsnt sverage.
[00374] Teble 38: Mouse IL-23 sRfY Minimized Clone Activity in the TransAM™ Assy
Minimized
Clone Parent | ICsmIL-23
SEQ ID NO Clone (M)
199 ARC1628 18 aM
200f ARC1632 foactive
201| ARC1633 7
202| ARCI1634 26

The invention having now boen described by way of written description end example, those
of ekill in the art will recognize that the invention can be practiced in a variety of
embodiments and that the description and axamples sbove are for purposes of illustmtion and
not limimtion of the following claims.
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What is claimed is:

I
2

3)

4

10)
11)

12)

13)

14)

15)

An sptamer that specifically binds to IL-23.

The aptamer of claim 1, wherein I1.-23 is a variant of IL.-23 that performs a biological
function that is eesextially the same as a fimction of 1L-23.

Tho aptamer of claim 2 wherein the variant of IL-23 has substantially the same
gtructure and substantially the same ability to bind said aptamer as that of IL-23,

The aptamer of claim 3, whercin IL-23 or s variant thereof comprises an amino acid
sequence fhat is at least 70% identical to a sequence comprising SEQ ID NOs 4 and 5.
The aptamer of claim 3, wheroin IL-23 or a variant thereof comprises an amino acid
sequence that is at least 809 identical to a sequence comprising SEQ ID NOs 4 and 5.
The aptamer of claim 3, wheroin IL-23 or a variant thereof comprises an smino acid
sequence that is at least 909 identical fo a sequence comprising SEQ ID NOs 4 and 5.
The aptamer of claim 3, wheroin IL-23 or a variant thereof has an amino acid
scquence comprising SEQ ID NOs 4 and 5.

The aptamer of claim 7, wherein the aptamer is ribonncleic acid.

The aptamer of claim &, wherein the aptamer is single stranded ribonucleio acid.

The aptamar of claim 7, wherein the aptamer is deoxyribozucleic acid.

The aptamer of claim 10, wherein the aptamer is single stranded decxyribommcleio
acid,

The aptamer of claim 7, wherein the aptamer has a dissociation constant for IL-23 or a
variant thereof of about 100 aM or less.

‘The aptamer of claim 12, wherein the aptamer has e dissociation constant for IL-23 or
a variant thereof of about 50 nM or less.

‘The aptamer of clxim 13, wherein the aptamer has a dissocistion constant for bnman
1L-23 or a variant thareof of about 10 nM or lass.

‘The aptamer of claim 14, wheroin the aptemer has a dissociation constant for bumean
1L-23 or a variant thereof of about 1 nM or less.
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16)  Anaptamer of claim 7, wherein the aptamer comprises af least ons chamical
modification.

17)  The apiamer of claim 16, wherein the modification is selocted from the group
consisting: of a chemical substitation at 2 sugar position; a chenrical substitation at a
phosphate position; and a chemical substitution at a base position, of the nucleic acid.

18) The aptamer of claim 16, wharein the modification is selected from the group
consisting of incorpomation of a modified nucleotide; 3° capping; conjugation to a
high molecular weight, non-immunogenic compound; conjugation to a lipophilic

19)  The aptemer of claim 18, wherein tho non-immunogenio, high molacnlar weight
componnd is polyalkylene glycol.

20) The aptamer of claim 19, wherein the polyalkylene glyool is polyethylens glycol.

21) ‘The aptamer of claim 18, wherein the backbone modification comprises incorporation
of onec or more phosphorothioates into the phosphate backbone.

22} The aptamer of claim 21, wherein the aptamer comprisos the incorpomtion of fewer
than 10 phosphorothioates in the phosphate backbone.

23) The eptamer of claim 22, wherein the aptamer comprises the incorporation of fewer
than 6 phosphorothioates in the phosphate backbone.

24) The aptamer of claim 23, whervin the aptamer comprises the incorporation of fower
than 3 phosphorothiostes in the phosphate backbone.

25) The aptamer of claim 7, wherein the aptemer modulates s function of IL-23 or e
variant theroof.

26)  The eptamer of claim 25, whorein the aptamer inhibits a function of IL-23 or a variant
thereaf.

27) The aptemer of claim 26, wheruin the aptamer inhibits a function of JL-23 or a varimmt
thereof in vivo.

28) The aptamer of claim 26, wherein the aptamer prevents binding of IL-23 to the IL-23

recoptor.
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31)

32)

33)

34)

The aptamer of claim 1, wherein the apiamer has substantially the same ability to bind
IL-23 aa that of an aptamer comprising a mucleotide sequence selocted from the group
consisting of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SBQ ID NOas 91-96, SEQ ID
NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NUs 135-159, SEQ IDNO 162, and
SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID
NOs 199-314.

The aptamer of claim 1, whexein the aptamer has substantially the same strootore and
substantially the samo ability to bind IL-23 as that of an aptamer comprising a
nucleotide sequence selected from the group consisting of: SBQ ID NOs 13-66, SEQ
ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134,
SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs
176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SBQ ID NOs 199-314.

The aptamer of claim 1, wherein the aptamer compriscs a nucleic acid sequence at
Jeast 80%6 identical to any one of the saquences gelected from the group consisting of*
SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118,
SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs
164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 18.1-196, and SEQ ID NOs 199-314,

The aptamer of claim 31, whercin the aptamer mucleic acid sequence is at least 90%
identical to any one of the sequences galected from the group consisting of: SEQ ID
NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID
NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, snd SEQ ID NOs 164-172,
SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314.

The aptsmer of claim 1, wherein the aptamer comprises 20 contiguous micleotides
that are identical to a sequence of 20 contiguous nucleotides in the unique sequance
region of any ono of the soquences selected from the group of: S8BQ ID NO» 13-66,
SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NO= 91-96, SEQ ID NO= 103-118, SEQ ID NOs 124-
134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID
NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314.

The aptamer of claim 33, wherein the eptamer comprises 8 contignous mcleotides
that are identical to a sequence of 8 contignous muclectides in the uaique saquence
region of any one of the soquences selected from the group oft SEQ ID NOs 13-66,
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35)

36)

N

38)

39)

41)
42)

43)

SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-
134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID
NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314,

The sptamer of claim 34, wherein the aptamer compriscs 4 contiguous nucleotides
that aro identical io & ssquence of 4 contignous necleotides in the unique sequence
region of any one of the sequences selected from the group of: SEQ ID NOs 13-66,
SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-
134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID
NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314.

An sptamer capable of binding I1.-23 ar a variant thereof comprising a nucleotide
sequence solected from the group consisting of: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-
88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOa 124-134, SEQ ID NOs
135-159, SEQ ID NO 162, and SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID
NOs 181-196, and SEQ ID NOs 199-314.

The aptamer of claim 36, further comprising at loast ons chamical modification.

Tho aptamer of claim 37, wherein the modification is selocted from the group
consisting: of a chamical subatitution at 4 sugar position; a chemvical substitution at a
phosphate poaition; and a chemical substitution at a base position, of the nucleic acid.
The aptamer of claim 37, wherein the modification is selected from the group
congisting of: incorporation of a modified nucleotide; 3' capping; conjugation to a
high molecular weight, non-immmumogenic compound; conjugation to a lipophilic
‘The aptamer of claim 39, whorein the igh molecular weight, non-immmunogenic
compound is polyalkylane giycol.

‘The aptamer of claim 40, whorein the polyalkylens glycol is polyethylens glycol.
The aptamer of claim 39, wherein the backbone modification compriscs incorporation
of one or more phosphorothioates into the phosphate backbone.

‘The sptemer of clnim 42, wherein the sptemer comprizes the incorporation of fewer
than 10 phosphorothicates in the phosphate backbone.
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44)

47

51)

53)

55)

56)

58)

"The aptamer of claim 43, wherein the aptamer comprises the incorporation of fewer

than 6 phosphorothioairs in the phosphate backbone.

The apiamer of claim 44, wherein the aptamer comprises the incorporation of fower

than 3 phosphorothioates in the phosphate backbone,

'The aptamer of claim 1, farther capable of binding to IL-12.

Tho aptamer of claim 46, whervin I1-12 is a vaxiant of 1112 that performs a

biological function that is esscutially the same 2a & fonction of IL-12.

The aptamer of claim 47 wherein the variant of IL~12 has substantially the same

structure and gubstantially the same sbility to bind said aptamer as that of IL-12.

mmde]nimﬂ.whﬁminHrIZounﬂmtwmpﬂummimnid

soguence that is at least 80% identical to 8 scquence comprising SEQ ID NOs 4 and 6.

The aptamer of claim 48, wherein IL-12 or a varisnt thereof comprises an amino acid

soquance that is at least 90% idontical t0 a sequence comprising SEQ ID NOs 4 and 6.

The aptamer of claim 48, wherein IL-12 or a variant thereof has an amino acid

sequence comprising SEQ IDNOs 4 and 6.

The aptamer of claim 51, whearein the aptamer modulates a function of IL-12 era

varimt thereof.

The sptamer of claim 52, wherein the aptamer inhibits a function of 1112 ara

variant thereof.

Tho aptamer of claim 53, wherein the aptamer inhibits a function of IL~12 or a variant

thereof In vivo.

The aptamer of claim 53, wherein the aptamer prevents binding of I1.-12 to the IL-12

recoptor.

The aptamer of claim 4, wherein IL-23 or a variant thereof is mouse IL-23.

'The aptemer of claim 56, wherein mouse IL-23 has an amino acid sequence

comprising SBQ ID NOs 315 and 316.

A pharmacentical composition comprising a thesapeutically effective amomnt of an

SEQ ID NOs 13-66, SBQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118,
142



59)

61)
62)

63)

SBQ ID NOs 124-130, SBQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, end SEQ ID NOs

164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, and SEQ ID NOs 203-314, or

& salt thoroof, and a pharmaceutically accepiable carrier or diluent.

A method of tresting, preventing or amecliorating a discase mediated by IL-23,

comprising administering the composition of claim 58 fo a vertebrate.

The method of claim 59, wherein the vertebrate is a mantmal.

The method of claim 60, wheroin the mammal is a homan.

The method of claim 59, wharein mid discase is salacted from the group congisting

of: autoimnmune discase, inflarmmatory disosse, cancer, bone resorption in

osteoporoais, and Type I Diabetes.

The method of claim 62, whexein the autoimmmme disease is selected from the group
1

‘The method of claim 62, wherein the cancer is selectsad from the group consisting of*

colon cancer, hig cancer, anx lung motastases.

The method of claim 63, wherein the iritable discase is selectad from the group

consisting of Crobn’s Disease and ulcerative colitis,

A pharmaceutical composition comprising & therepeutically effective amount of an

aptamer comprising a mucleic acid soquence selectod from the group consisting of:

SEQ ID NO 14, SEQ ID NOs 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID NOs 27-32, SEQ ID

NOs 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NOs 91-

92, SEQ ID NO 94, and SEQ ID NOs 103-118, or a salt thereof, and a

pharmaceutically accoptable carrier or dilnent,

A method of treating, preventing or ameliorating a disease moedistod by IL-12,

comprising administering the composition of claim 66 to 2 aman.

The method of claim 67, wherein said diseaso is sclected from the group consisting

of antoimmune disease, inflammatory disease, cancer, bone rescrption in

ostooporosis, and Type I Diabetos,
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n)

72)

)

74)
)

‘The method of clnim 68, whervin the sutoimmmune disease is salectsd from the group
erythamatosus, and imitable bowel dissase.

The mathod of claim 68, wherein the cancer is selected from the group consisting oft
colon cancer, lung cancer, and lung motastases.

The method of claim 69, wherein the iritable disease is selected from the group
consisting of Crohn’s Discase and ulcerative colitis,

A disgnostic method comprising contacting an aptamer of claim 36 witha
composition suspected of comprising IL-23 or & variant theroof and detecting the
presence or absence of IL-23 or a variant thereof.

_. An sptamer according to claim 36 for uss as an in vitro diagnostic

An sptamer according to claim 36 for use as an in vivo diagnostic.

An sptamer according to claim 36 for use in the treatment, prevention or amelioration
of disease in vivo.
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<110>

<120>»

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>

<210>
<311>
<3la>
<313>

<230>
<333>

<32320>
<d21>
<222>
<223>

<400>

PCT/US2005/007666 ,1%

SEQUENCE LISTING
Archemix Corp.., ot al.

Aptamers to the Human IL-12 Cytokine Family and Their Use as
Autoimmns Dissase Therapeutics

23235-578-061

60/650,962
2004-03-058

60/608,046
2004~09-07

317
PatentIn version 3.3

1
23

DHA
artificial

synthetic template

mise feature
{25) .. (54)
nisa, t, c,0r g

1

catogatget agtcgtasacg atocnnnnnn nononnnnnn aAnnDOONNN QOONCGagRA 60

cgttctetee tctccctata gtgagtogta tta 93

<210>
<311>
<212>
<313>

<220>
<223>

<220>»
<221>
<222>
<2323>

<400>

2

52

DA
artificial

synthetic template

miac_feature
{ad).. (53)
nisa, £, c,org

catgecatcge gactgactag cognnnnnnn NONNMNNONNN OONDNDRGNN NAONgtagaRc &0

gttetetcet ctcectatag tgagtcocgtat ta 92

1137
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210> 3

<311l> 92

<2la> DHA

<213> artificial

<220>
«223> pynthetic template

<220>

<3121> wuisc_feature

<323> (24)..(53)

<223> nis a, t, c, oxrg

400> 3
catagatcga tcogatcgaca gognnnonun noonnunnnn AODADOONNN Onngtegaac

gttctetcet ctcoctatag tgagtogtat ta

<310> 4

<31l1> 328

<212» PRT

<213> homo saplems

<400> 4

Mat Cys His Gln Gln Leu Val Ile Sor Trp Phe Ber Leu Val Fhe Leu
1 5 10 15

Ala Ber Pro Leu Val Ala Ile Trp Glu Leu Lys Lys Asp Val Tyr Val
a0 as 3o

Val Glu Leu Asp Trp Tyr Pro Asp Ala Pro Gly Glu Mat Val Val Lemn
1 40 45

Thr Cys Asp Thr Pro Glu Glu Asp Gly Ile Thr Trp Thr Leu Asp Gln
50 55 60

Bar Sar Glu Val Len Gly Bar Gly Lys Thr Len Thr Ila Gln Val Lys
65 70 75 80

Glu Pha Gly Asp Ala Gly Gln Tyr Thr Cys His Lys Gly Gly Glu Val
85 90 95

Leu Ser Hip Ser Leu Leu Leu Leu Eis Lys Lys Glu Asp Gly Ile Txp
100 105 118

mM¥7

>



‘WO 2005/086835

sumn-pnamuny-.mpah
115 120

Leu Axg Cys Glu Ala Lys Asn Tyr
130 135

Leu Thr Thr Ile Ber Thr Asp Leu
145 150

Gly Bexr Ber Asp Pro Gln Qly Val
165

Ala Glu Arg Val Arg Gly Asp Asn
180

Cys Gln Glu Asp Ber Ala Cys Pro
195 400

Glu Val Mat Val Asp Ala Val Hie
410 415

Bar Ser Phe Pha Ile Arg Asp Ile
225 230

Leu Gln Ieu Lys Pro Leu Lys Asn
245

Glu Tyr Pro Asp Thr Txp Bexr Thr
260

Phe Cys Val Gln Val Gln Gly Lya
a7s 280

Val Phe Thr Asp Lys Thr Ser Ala
290 293

Bar Ila Bar Val Aryg Ala Gln Asp
305 ilo

Glu Trp Ala Seaxr Val Pro Cys Har
335

<210> 5

PCT/IS2005/007666

Lys Glu Pro Lys Asn Lys Thr Phe
125

Ser Gly Arg Pha Thr Cys Trp Trp
140

Thr Phe Ber Val Lys Ber Ser Arxg
155 ) 160

Thr Cys Gly Ala Ala Thr Leu Ber
170 178

Lys Glu Tyr Glu Tyr Ser Val Glu
185 10

Ala Ala Glu Glu Ser Ieu Pro Ile
205

Lys Leu Lys Tyr Glu Asn Tyr Thr
220

Ile Liys Pro Asp Pro Pro Lys Asn
235 240

8er Arg GOln Val Glu Val Ber Trp
250 255

Pro His Ber Tyr Phe Ser Leu Thr
265 270

Ser Lys Arg Glu Lys lys Asp Arg
285

Thr Val Ile Cys Arg Lys Asn Ala
300

Arg Tyr Tyr HSer Ber Ber Trp Ber
315 320
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<211> 18%
<212> PRT
<213> homo sapiens

<400>» 5
Mat Ieu Gly Ber Ary
1 5

Als Gln Gly Arg Ala
a0

Cys Gln Gln Leu Ser
35

Pro Leu Val Gly His

Gly Lesu Arg Asp Asn
8BS

Leu Ile Fhe Tyr Glu
100

Pro Bar Leu Leu Pro
115

Leu Gly Lsu Ser Qln
130

Gln Gln Ile Pro Ber
145

Leu Arg Phe Lys Ile
165

Ala Arg Val Fha Ala
1a0

<210> 6
<211l> 253
<212> PRT

PCT/US2005007666

Ala Val Mat Leu Ieu Leu Leu Isu Prxo Trp Thr
10 15

Val Prov Gly Gly Ber Ser Pro Ala Trp Thr Gln
as a0

Gln Lys Leu Cys Thr Leu Ala Trp B8er Ala His
40 45

Met Asp Leu Arg Glu Glu Gly Asp Glu Glu Thr
55 60

His Ile Gln Cys Gly Asp Gly Cys Asp Pro Gln
70 75 a0

Ber Gln FPhe Cys Lsu Glan Arg Ile His Gln Gly
80 85

Lys Leu Leu Gly Ser Aop Ile FPhe Thr Gly @lu
105 110

Asp Ser Pro Val Gly Gln Leu His Als Sar Leu
130 125

Lsu Leu Gln Pro Glu Gly His His Trp Glu Thr
135 140

Len Ber Pro Her Gln Pro Trp Glu Arg Isu Leu
150 155 . 1sp

Lam Arg Ber Lau Gln Ala Pha Val Ala val Ala
170 175

Hip Gly Ala Ala Thr Leu Ser Pro
185

4137



WO 2005086835

«213> homo paplans

<400> 6

1

Met Trp Pro Pro Gly Ser Ala Ser Gln
5

Ala Thr @ly Leu His Pro Ala Ala Arg

Pro Pro
10

Pro Val

Leu Ser Mat Cys Pru Rla Arg Bar Leu Leu Leu

40

Len Leu Asp His Leu Ber Leu Ala Arg Asn Leu

55

ASp Pro Gly Mat Phe Pro Cys Leu His

70

His Bar
75

Ala Val Ser Asn Mst Leu Gln Lys Ala Arxg Gln

Pro Cys Thr Ser Glu Glu Ile Asp His

100 105

Thr Ser Thr val Glu Ala Cy® Leu Pro

115

120

Ber Cys Leu Asn Ber Arg Glu Thr Bax

130

135

DLeu Ala Ser Arg I-yll"!h: Ser Phs Met

145

150

Glu Asp

Leu @lu

Phe Ile

Met Ala
155

Ila Tyr Glu Asp Leu Lys Met Tyr Gln Val Glu

168

Ala Lys Leu Leu Met Asp Pro Lys Ary

Met Lav Ala
195

Glu Thr Vval

180 185

val Ils Asp Glu Lem Net
200

Pro Gln Lys Ser HSer Leu

170

Gln Ile

Gln Ala

Glu Glu

137

Pro Bear Pro Ala Ala
15

8er Lsu Gln Cys Arg
3o

Val Ala Thr Leu Wal
45

Pro Val Ala Thr Pro
60

Gln Asn Leu Leu Arg.
8o

Thr Leu Glu Phe Tyr
85

Ile Thr Lys Asp Lys
110

Ien Thr Iys Asn Glu
1as

Thr Asn Qly Ser Cys
140

Len Cys Leu Ser Her
160

Phe Lys Thr Mat Asn
175

Pha Leu Asp Gln Asn
190

Lau Asn Pha Asn Ber
208

Pro Asp Phe TyTr Lys



\)'35/
WO 2005086835 PCT/UB2005/007666

210 215 220

Thr Lys Ila Lys Leu Cys Ile Leu Leu His Ala Phe Arg Ile Arg Ala
225 230 235 240

val Thr Ile Rsp Arg Val Met Ber Tyr Leu Asn Ala Ser
a5 a50

<210> 7

<311>» 10

<212> DNA .
«213> artificial

<220>
«223> mgynthetic Cpa

<4dD0> 7
aancgttogag 10

<210> B8

<211> B8

<312> RNA

<213> artificial

<220>
<223> pynthetic template

<220>

<221> wmodified base

<232> (1)..(88)

<223> all purines (A and Q) azre 31'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2t-fluoro

<220>

«221> miac_feature
«222> (25)..(64)

«223> nis a, u, c, 0r g

<400> 8
gggaaaagcg AsLUCAUACAC AAGANNNANN IMNMANMANGN INANARTNAN RARMMYMTIMND &0

nnnngcuccg ccagagacca accgagas e8

<210> 9

<211> 41

<212>» INMA

<213> artificial

<220>
<223> gsynthetic primer

1y7
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<4d0> 9
tastacgact cactataggg amaagegaat catacacaag a

<210> 10

<211> 24

<212> LDEA

<213> artificial

<220>
223> synthetic primer

<400> 10
tteteggttg gtotctggeg gage

<210> 11

<211i> 24

<212> REHA

<213> artificial

<32320>
<223> synthetic fixed region

<400> 11
ggYyaaAAgCYy ARUCAUMCAC AAgA

<210> 12

<211> a4

<212> RHA

<3213> artificial

<d20>
«223> synthetic fixed region

<400> 12
gcuccgcooag AgacCaaccg agaa

<3210> 13

<211> 88

<212> RNA

«213> artificial

<3220>
<223> synthetic aptamar

<220>
«221> modified base
<222> {(1)..(88)

PCT/US2003007666

H3

41

24

«223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are

1'-fluoro

<400>» 13

gUgasaageg AaAUCAUACAC aAgagaggua uguggUUUUg Cggagcaacu cgugucagog 60

7/1137



WO 2003086835

gucagcuccg ccagagacca accgagas

<210>
<111>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<220>
<3221>
<222>
<323>

<400>

gggaasAgcg AAUCAUACEC AAJAAULAAU UCCOUCCACY ggCgCCcgau gaugucaguu

14

-]}

REA
artificial

synthatic aptamer

modified base
{1) .. (BB)

all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are

2'-fluoxe

14

micggouccg CCagagacca ACCOAgRA

<210>
<211>
<213>
<213>

<220>
<233>

<3220>
<2321>
<223>
<233>»

<400>

goggassagcy aaucausAcac aagavuaqug cguguuuga aagggcucau asugucagua

15

B8

REA
artificial

synthetic aptamer

modified base
(1) .. (om)

all purines (A and G) are 2'-OH, all pyrimidinss (C and U) are

ar-fluoro

15

ucgageuccg Ccagagacca accgagaa

<210>
<211>
<213>
<213>

<220>
<323>»

<220>
<231>

16

88

REA
artificial

synthatic aptamer

modified basa

PCT/US2003/007666
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190

<222> (1)..(88)
«223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines {(C and U) are
2'-£luoro

<400> 16
gggaaaagcy SAUCMUACAC aAgavuaggc gucgugucaa uaacuggucc acgagcaugu 60

cagugcuccy ctagagacca accgagaa (1]

<210> 17

<211> 88

<212> RNA

<213> artificial

<2A30>
<223> synthetic aptamer

<2420>

<221> wmwodified base

<23a» (1)..{e8)

<223> all purines (A and Q) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 17
gggaaaageg aaucuuacac angauggaag gegaucquag caguaaccea Augauuggga 60

ccuagouccg CCAgAGACCA Accgagaa a8

<210> 18

<211> 868

<213> ENA

<213> artificial

<230>
<2323> saynthetic aptamer

<220>

<221> wmodified base

<232> (1)..(8d)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 18
gggazaagcy AAUCAUACAC aagaluCucuu uUggeccgacgc HACAAUGCUC uUuuCCgace &0

uugcgeouccg ccagagacca accgagas 88

«<210> 19

<211>» 89

<212> RNA

<213> artificial

9/137
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131

«<220>
<223> synthestic aptamer

<220>

<221> wmodified base

<222> (1)..(89)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<220>

<221> wminc_featurs
<222> (50)..(50)

223> nise a, u, c, 0r g

<220>

<221> miac_ feature

<222> (57)..(57)

<223> nis a, u, ¢, org

<220>

<221> minc_ feature

222> (63)..(63)

223> nis w, u, c, oxr g

<400> 19
gygaaaagcg AAUCCUACCC aagauguugu uggcguugau cguaugauun auggagngug 60

ucngugcoucc gocagagacc aaccgagan a9

<210> 20

<311> 88

<213> BMA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(88)

«223> all purines (A and G) are 2'-0OH, all pyrimidines (C and U) are
1'-fluoro

<400> 20
gggasasgcy ARUCAUACAC Aagaugcgcu suguuuggecu gggaduugua goauugouca &0

aguggcuccg tcagagacca ASCCgagaa B8
<3210> 21
<i111> A8

<2132> RMA
<213> artificial
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<220>
<2323>

<320>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

synthatlc aptamer

modified base

{1).. (e8)

all purines (A and G) are 1'-OH, all pyrimidinas (C and U) are
2'-fluoro

misc_feature
(54)..(54)
nisa, u, c,org

21

gggnasagtg aAUCAUACAC SAagauguugh accucuvgug cgucccgaug uuungcasug 60

uggagcuccg CCagAgacca accgagaa [ 1]

<210>
<311>
<212>
<213>

<2320>
<233>

<220>
<221>»
<222>
<223>

<400>

22

as

REHA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1) ..(aa)

all purines (A and @) are 1'-OH, all pyrimidinas (C and U) are
a'-fluore

gggaasagcd RAUCAUACAC AAgasUguAU ACAAUYCCCU aucgucaguu aggcaugugu &0

ggaugcuccg ccAgagacca accgagea a8

<210>
<i1l>
<212>
«213>

<2320>
<223>

<220>
<211>
222>
<223»

a3

a9

RMR
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..(89)

all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
a'-fluoro

117137
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<400> 33
gggaasagcg AauCauACAC Aagacagagg Casugagagc cuggcgaugu cagucgcauc 60

VMGrugcucc gCcoAgAgace AACCIAgRR 89

<210> a4

<211> 88

<212> TREA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamar

<220>

<23)> modified base

<222> (1)..(a8)

«323> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
1'-fluoro

<400> 24
gggasaagcg BAUCALACAC aagaucgoaa AAGOAQUUUG uCuCugoucu cggagugugu 60

cagugeuceg ccagagacca accgagas 1]

<210> 25

<211> B8

<3212>

<213> artificial

<2320>
«223> synthetic aptamer

<220>

«<221> modified base

«222> (1)..(88)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidinss (C and U) are
2'-£luoro

<400> 25 .
gggaaaagcy AALNCAUACAC BEAGAGRUGAC UACACOCCAaY ugugogouuu uugeggaguu 60

agoggouceg Ceagegacca accgagaa ]}
<210> 26

<211> B89

<212> RNA

<213> artificial

<230>
<223> synthetic aptamer

12/137
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<220>

«321> wodifled bape

<222> (1)..(89)

«223> all purines (A and Q) are 2'-0H, all pyrimidinea (C and U) arxe
2'-fluoxo

<400> 26
gggasaagcg AAUCAUACAC Aagagucgug augauuuggg uvuaugucagu ucccuguaug 60

gquuucgcucc gocAgagacc aaccgagas 89

<210> 27

<311>» 88

<212> HEA

<213> artificiml

<220>
«<223> pynthetic aptamar

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(88)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 27
gugasaageyg AAUCAUACAC Aagaguutua ugquOgquUCCe gatugauuhac uuuauuggeg 60

cauugcuccg cCcAgagacCca Accgagaa o8

<210> 208

<211> 90

«<3212> RNA

<213> artificial

<220>
<223> psynthetic aptamer

<220>

<221> modified bhase

<222> (1)..{50)

<223> all purines (A and G} are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) arae
2'-fluoro

<400> 28
gyguaAAagcg aAUCAUACAC aagagaacga guausuuugce gcouggcoggag aagucucucg 60

AAgggAgCOuUC CgCCAgAgAC caAccgegaa 80
<210> 219

<211> @88

<31l2> RNA

13/137



135

«213> artifiecial

<2320>
<223> synthetic aptamer

<220>

<231> wodified pase

<222> (1)..{88)

<223> all purinea (A and G) are 1'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 29
gggaAAAgCY AAUCAUACAC AAgAgUAUCA WUCOICUgGU gggagaasuc ucuguagaua 60

uagagcuccg ccagagacca accgagaa a8

<210> 30

<211> 488

<113> RHA

<113> artificial

<230>
<233> synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1) .. (88) .

«223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 30
gygaasagcy AAUCAUACAC AAJRUAGCIL CLAUGQAUGYC JUAgABJCAR QUJUAZCAUA &0

Acaggcuccy CCagagacca accgagaa 1]

<210 31

<211> 88

<212>» RHA

«213> artificial

<220>
<2323> syntheatic aptamer

<220>

<221> modified banse

<222> {1)..({es)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 31
gggaaaagcy AAUCAUACAC aagaguguug aaugaqogcu QUUGYACAgR UCUULGYUUA 60
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cagagouceyg ccagagacca accgagaa 80
<210> 32
<211> B8a
<2132> REA

«213> artificial .

<220>
<223> sgynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..{a®)

<223> all purines (A mnd G} are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) =&
2'-fluoro .

«<400> 32
gogeassgcq AAUCAUACAEC ARJACUCAUG gAUALUYgOCOCU agcagccguy gaagogguca 60

uucugcuccg ccagagacca accgagan a8

«<310> 33

<211» A8

<312> RHA

<213> artificial

<220>
«223» wsynthatic aptamer

<220>

<3221> modified base

«2232> (1)..(s®)

<223> all puripes (A and Q) are 2'-0H, all pyrimidiness (C and U) are
ar'-fluoro

<400> 233
gggaaasgcy ARUCALACAC aagAuccoag USIUACHUgE Gucuguuask guccaccuaa 50

ugucgcuccg ccagagacca accgagaa 88

<210> 34

<3211> B87

<212> REHA

<213> artificial

«<2320>
<223> synthetic aptawex

<220>
<321> modifled base
«222> (1)..(87)

18137
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<223> all purines (A and @) ars 2'-0H, all pyrimidipes (C and U) are
2'-fluoro

<400> 34
gggaaaagcg AAUCAUACAC AAgaguasug uggguccoga ugauucgcly ugoeggogum 60

guagcuccge cagagaccan ccgagas a7

<210> 35

<211> 88

<2132> RHA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic sptamer

<220>

<221> modified bame

<222> (1)..({88)

<223> all purines (A and G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'~fluore

<320>

<221> misc_feature

<212> (44)..(44)

<223> n at position 44 i8 g, u, ¢, or g

<400> 235
gggaaagcy AAUCAUACAC AAgAGOUUGR JUACGACHGA JUuCNuggCoua ACACOgARAC 60

uagegcuccg ccagagacca accgagaa 1]

<210>» 36

<211> B8

<212>

<213> artificial

«230>
«<223> oynthetic aptamar

<220>

<2321> modified base

<2322> {1)..{8a)

<3223> all purines (A and G} axre 2'-0OH, all pyrimidines (C and U} are

a'-fluoxo
<400> 36
gggaasagcg aaucauacac aagagucaug gecuuacaauu gasacasgag cucgogugac 60
acaugcuccg ccagagacch accgagam L]
<210> 37

16137
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<211>
<212>
<213>»

<220>
<3123>

<230>
<221>
<2323>
<2213>

<400>

“5%

08
REA
artificial

synthetic aptamer

modified banme

(1)..(8m)

all purines (A and G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluorxo

37 .

gOgRARAGCT AAUCAUACAEC ARgAACGJCU AggCaucanu ggccagoaas aauaguogqug 60

usaugcuccg ccagagacca accgegaa as

<210>
<21l>
<213>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

a8

1)

RNA
artificiml

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (a@)

all purines (A mnd G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

gogaaaagcg AANCEUACAC AAGACCAUCTH gacHAgHCgy gucacouuumu acgouuucga 60

gouggcuccyg ccagagacca accgagad as

<210>
<211>
<213>
<113>

<320>
<223>

<220>
<321>
<2122>
<223>

39

a8

RMA
artificial

synthetic aptamar

modifiad base

{1)..(68)

all puripes (A and G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

39
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gygaABAgCH ARUCEUACAC AAGALGYUUC CCACJUGAAA quUGYCUAGCY Aguaccccac

wuARUgCUCCYg Coagagacca accaaggg

<2310> 40

<211> 90

<212> REHA

<213> artificial

<220>
<223>° synthstic aptamer

<220>

<221> wmodified base

<222> (1)..(9%0)

<223> &nll purines (A and G) are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) are
‘2'-fluoro

<220>

«<221> misc_feature

<222> (61)..(61)

<223> n at position 61 im a, u, ¢, or g

<400> 40
gggaaangcg AsuCaAUACAC RAgAGOgOUU uagcocgggual agoacuuuuc aucuaaugaa

DOCUAGOUC ©gECAgagac CAACCgagam

<210> 41

<211> B8

<3212> RMA

«213> artificial

<220>
<223> pynthatic aptamer

<220>

<221> wodified bape

<222> (1)..{88}

«223> all purines (A and @) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 41
gggaaaagey ARUCAUACAC AAJEUCUACYT AUUGUUCAgY UUUUUUGUAC UCAACUABE]

gocgagouccyg Ccocagagacca ACcgagaA
«210> 42
<211> @8

<213> BRMA
«213> artificial
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<220>
223> wynthetic aptamer

<220>

<2321> modified base

<222> (1)..(88)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) aze
2'-fluoro

<400> 42
gggasaagcg AAUCRUACAO Sagauugucu CEgauugOUC ACUCCCAUUU Yuguucgoun 60

aacggouccg ccagegacca accgagaa an

<210> 43

211> 8%

<212> REHA

<213> artificial

<220>
<3223> synthetic aptamer

<220>

«221> modified base

«222> (1)..(B9)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyximidines (C and U) ars
2'-fluoro

<400> 43
gggasAsqCcg ASUCAUACAETD REGRAGUUILT uuguUICUCUg aguacucagc guccqguaagg 60

gauaugcucc goccagagacc aaccgagaa as

<210> 44

<211> 88

<2132> RHA

<213> artificial

<220>
<2323> synthetic aptamer

<220>

<221> wodified base

<222> (1)..(88)

«223> all purines (A and Q) are 2°'-0H, all pyrimidines (C and U) are

2'-fluoro
<400> 44
gggasasgcg ARUCEUACAC aagaaguqou ucaugcggoa aacugcauga cgucgaauag 60
susugcuceg ccagagacca accgagaa as
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<210> 45

«211> @8

<212> RMA

<213> artificial

<220>
<223> synthatic aptamer

<220>»

<221> modified base

<222> (1)..(e8)

«223> all purines (A and G) are 2'-0H, 8ll pyrimidines (C and U) are
2'-flucro

<400> 45
gggaaaagcg agucauacac aagagaggua ugugguuuug cggagcaacu cgugucagceyg 60

gucagcuceg CCAGAgACCA Accgagaa 20

<210> 46

<211> @8

<212> RMA

<213> artificial

<2320>
<223> synthsatic aptamer

<220>

<3221> modified base

«222> (1)..(B8B)

«223> all purines (A and G) are 2'-0OH, all pyrimidines {C and U) are
2'-fluoro .

<AD0> 46
gggaaaagcg AAUCAUACAC AAgAUQUICY UGAgUUASAU CucCAuCguUEC coguuugggg 60

auaugcuccg ccagagacca accgagaa 1]

<210> 47

<321ll> 88

<212> RMA

<213> artificial

<120»
«<223> synthstic aptamer

<220>

<321> modified_base

<222> (1)..(88)

«<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) arm
2'-fluoro
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<400>

47

gggasasgcg ASUCEUACEC AAgRAgUUUU UGUGCUCUJA guacucageg uccguaaggy 60

auaugcuccqg ccagagacca sccgagaa a8

<31l0>
<211l>
<3ala>
<313>

<220>
<233>

<220>
<3221>
<2232>
<223>

<400>

RNA
artificiasl

synthstic aptamer

modified base

{1) .. {88)

all purines (A and @) are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) ars
2'-fluorv

412

goguEaAARgCg ALUCAUACAC ASJagauqua uucaggoogu coqcauugau gucaguuang 60

cguagcuceg ccagagacca accgagaa . . L]

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2323>

<220>
<221>
<322>
<223>

<400>

49

BB

KA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..(88)

all purines (A and G) ars 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

gggasaageg asucauacac aagaaugdquc ggasucucug gogecacgcou gaguauagac 60

ggaagcuccy ccagagacca accgagaa 88

<210>
<3all>
<312>
<2131>

<220>
<233>

50

88

RMA
artificial

synthetic aptamer

21137
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13

<220>

<221> wodified base

<222> (1)..(88) °

<223> all purines (A and G) are 2'-0E, all pyrimidines (C and U) ara
a'-fluoro

<400> 50
gggaaaagcg AAUCAUACAC ARGAgUOCUL COUAUGUUGA AuACgACOUU Cgcaggacga 60

aumugcuccg coagagacca accgagaa 88

<210> 51

<3211> B7

212> RNA

<213> artificial

<220>
<3223> synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

«222> (1)..(87)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
a'-fluoro

<220>

<221> misc_feature

<222> (75)..(75)

<2323> 1 at position 75 1ls a, u, o, or g

<400> 51
Agggasaagg AAUCAUACAC SAgAUgUAUC AuCCgguogu acaasagcgc cacggaacca 60

uucgouccgs CAgGANACCAA cogagaa 87

<210> 512

«211> 88

«212> RHA

<213> artificial

<220>
«223> synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(8m)

«223> all purines (A and G} are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 52
gggasaagcg AAUCAUACAC AAGACOCOUC AJUUCCACOC UgAAAUUNUAU yuucggcagu 60
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guaagcuccg Ccagagacca accgagaa 1]

<210> 53

<211> 88

213> REA

<213> artificial

<230>
«223> synthetic aptamer

<220>

<321> modified base

<222> (1)..(88)

<223> all purinsa (A and O} are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 53
gggaasagcg AAUCAUACAC Aagauaugug ccugggaugy acgacauccc cugucuaagg 60

Ruaugcuccg ccagagacca accgagaa 1]

<210> 54

«<211> 88

<213> REA

<213> artificlal

<320>
«223> synthetic aptamer

<220>

<221> muodiflied base

<222> (1}..(e8) .

<223> all purines (A and G) are 2'-0OH, all pyrimidines (C and U} are
ar-fluorc

<400> 54
gggaaaagcg asucauatac AAgAUUACUC CguuAguUguC Aguugacgga gggagecquac 60

uauugcucecy ccagagacca accgagas .1}

«<210> 55

<211> 88

<313> BRNA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

<220>
<221> wodified base
<223> (1)..(88)
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<223> all purines (A and @) axe 2'-0H, all pyrimidines (C and U) ars
2'-fluoro

«400> 55
gggaaaageqg aaucauacac Aagacalugu gouuuaucAc gugggugaua acgacgaasg 60

uuaugoucog coagagacca accgagas a8

<210> 56

<d1ll> B9

<212> RHA

«213> artificial

<220>
<223> psynthstic sptamer

<220>

<221> modified bhase

<222> (1)..(89)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 56
gogasaagcog SAUCAUAGCAC AAgARCAGULU SUGEGOARGE UUACUUCCAN uccugagegg &0

miuncgouce goCcAgAgacc Aaccgagaa as

<210>» 57

<211> 88

<312 REA

<213> artificial

<220>
«2231> aynthetic aptamer

<220>

<2321> modified basa

<332> (1}..({en8)

«223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and 0) are
2'-fluoro

<400> 57
gggasaagcy AAUCAUACAC SagaUugYgcA Augugaccuu CAACCCUUUL CCCORUJEAC 60

aguggcuccg ccagagacca accgagam Ba

<210> 58

«<211> 08

<212> RHA

«213> artificial

<220>

24137

145



17"

<223> synthetic aptamer

<220>

«<221> modified base

<2232> {1)..{am)

<223> all purines (A and d) are 2'-0H, all pyzimidinas (C and U) are
a'-fluorxo

«400> 58
gogasasgcg ARUCAUACEC BAGACAUGAC LGCAUGOUNC ggAgUEBLCU Cgguccogac 60

guucgcuccg coagagacca accgagaa a8

<210> 59

<211> B8

«<212> RMNA

<213> artificial

«220>
<223> psynthetic aptamar

<320>»

<221> wmodifiad base

<222> (1)..(e8)

<223> all purines (A and G) ars 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 59
gygaaaagcy aalucauacuc aAgacuusuc gcocucaaggg ggguaausAs cccagogugu 60

geaugouccg Ccagagacca accgagaa 88

<310> 60

<21l> 89

<212> RNA

<413> artificial

<220>
<233> w=ynthetic aptamer

<220>

«221> modified base

<2322> (1)..(89)

«223> all purinea (A and 0) are 2'-0OH, all pyrimidines (C and U) are

2'-fluoro
<400> &0
gygaaaageq AAUCAUACAC aagasuccug gouucgoRua guguaugggu aguacgacag 60
cgegugoucce gocagagace aaccgagaa as
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<310> 61

<all> 8%

<2132> BREA

<213> artificial

<220>
«223> psynthetic sptamar

<220>

<221> uwodifisd base

<222> (1)..(89)

«223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'~fluoro

<4D0> 61
O9geAAAgCT ARUCAUACAC AAJAACGCSU Agucggauuu AcCaucAuu Cugugccuuc 60

gugacgcuce gccagagacce AAcCcgagaa 89

<210> 62

<211> 08

<213> RHA

<213> artificial

<2120>
<223> pynthetic aptamer

<220>

<221> wmodified base

<232> (1)..(88)

<223> all purinss (A and G) are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) are
* 2'-fluoro

<400> 62
dogaiaagcg FAUCRURCEC ARJAAUUgUY CUUACRACUU UCJUUJUACC GACJUIUCARG 60

uuaugcuccy coagagacca accgagaa a8

<210> 63

<211> 88

<2132> RHA

<213>» artificlal

<220>
<223> synthetic aptamer

«220>

<221> wodified base

<222> (1)..(8s)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyximidines (C and U) are
2'-fluoro
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<400> 63
gggaasagcg asucsaustad aagaguguau uaccoccaac ccoegggggac cauucgegua

acaagcuccg ccagagacca accgagaa

<2110> 64

<211>» @88

<213> ERNA

<213> artificial

<2320>
«<223> psynthetic aptamax

<230>

<i31l> wodified base

<222> (1}..(8®)

«223> all purines (A and G) are 2!'-0H, all pyrimidines (C and O) are
a'-fluoro

<400> &4
gggaaAagCg ARUCAUACAC AAgACUUARC Aagugcqggggc gCAQUQUAUA Gauccgcasu

gugugcuccg ccagagucoa accgagaa

<210> 65

<211> 88

<212> RNA

<213> artificial

«220>
<223> psynthstic aptamer

<220>

<221> wodified base

<222> (1)..(s8)

<223> all purines (A and G) are 2'-0E, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoro

<400> &5
gdygasaageg ARUCAUACAC AAGACTAUAD UAUGACCUUU UgRAaggouu cccgagoggu

guucgcuccyg cCcagagacca accgagaa
<210> &6

<21l> B8

<213> RNA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

TNt

1T



<320>
<221>
<333>
«223>

<400>

WO 2005086835 PCT/US2003007666

144

modified bame

{1)..(e8)

all purines (A apd @) are 1'-OH, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoro

gggeaBAgcg AAUCAUACAC AAGACQUGUY CUUNAUGUAS aCCAUAACHU UCCALUARAGIA 60

auaugcucecy ccagagacca Aaccogagaa 1}

<210>
<211>
<212>
<213>

<320>
<223>

<400>

87

39

DNA .
artificial

synthetic primexr

7

taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac 39

<210>
«3211>
<212>
<213>

<220>
<323>

<400>

68

22

DNA
artificial

synthetic primer

catcgatcga tcgatcgaca ge ) 22

<310>
<311>
<212>
<213>

<320>
<323>

<400>

69

a3

RNA
artificial

synthatic fixed region

gggagaggag agaacguucu ac 22

<210>
<2l1ll>
<213>
<213>

<220>»
<3223>

<4 00>

70
22

REA
artificial

synthetic fixed regiom

70

28137
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gougucgauc gaucgaucga ug 22

<210> 71

<211l> 74

«212> RNA

<213> artifieial

<230>
<223> synthetic sptamer

<2320>

<121> modified base

<222> (1)..(74)

«223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2' -0-mathyl

<400> 171
gagagaggag agRacguucu acassugaga goaggccgaa gaggagucgc ucgougucga 60

ucgmucgauvc gaug 74

<210> 72

<211> 74

<212> RMA

«213> artificial

<220>
<223> synthatic aptamer

<3220>

<221> wmodified base

<232> (1)..(74)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2'-0-mathyl

<400> 72
gggagaggag agaacguucu acasaugaga goaggcogaa aaggagucgc ucgcugucga 60

ucgaucgauc gaug 74

«<210> 73

211> 74

<213> RNA

<213> artificial

<230>
<223> synthetic eptamer

<220>
<231> wuwodified base
<222> (1)..(74)
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70!

<2323> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

<400> 73
gggagaggag agaacguucu acaatugags gcagqgcogasm aaggaguceqoc ucgcocuguogh &0

ucgaucgauc gaug 74

<210> 74

<21l> 75

<212> RNA

<213> artificial

<220>
<223> nsynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(75) .

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines {C and U} ars
2'-0-mathyl

<400> 74
gygagaggag agascguucu acgguassgc aggcugacug aasgguugaa gucgcugucg 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> 75

<d1l> 74

«412> RNA

<213> artificiml

<320>
«<223> pynthetic aptamer

«<3120>

<221> modified_baee

<222> (1)..(74)

«<223> all purines (A and G) axe 2'-0OH, all pyrimidipes (C and T) are
2¢-D-methyl

<400> 75
gygagaggag agaacguucu ACAgguuaag agcaggcuca ggasuggasg ucgcugucga 60

ucgaucgauc gaug 74
«210> 76

«<q1ll> 75

<312> REA

«213> artificial

<3220>

/137
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«2323> gynthetic aptamer

«220>

<221> wmodified base

<222> (1)..(75)

«223> =all purines (A and @) are 2'-0H, all pyximidines (C and U) are
2'-O-methyl

<400> 76
gggagaggag Agsacguucu aCEaCAaagc aggcucauag UARUAUGYEA gucgcugucg 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> 77

<211> 75

<212> RHEA

<313> artificisl

<220>
«223> aynthetic aptamer

<220>

<131> modified base

<222> (1)..(75)

<323> all purines (A and @) ara 2'-OE, all pyrimidines (C and U} are
2'-O~methyl

<400> 77
gggegaggag ageACgUUCU &cCaACASAGC EgGCUCAUAY UAAUAUggEA gucgougucg 60

aucgancgau cgaug 75

<310> 78

<211l> T4

<212> RNA

<213> artificial

<220»
<223> gynthetic aptamer

<320>

<221> modified base

«122> (1)..(74)

<223> all purines (A and @) aras 2'-OH, all pyrimidines {C and U} are

2'-O-methyl
<400> 78
gggagaggag AgARCGUUCU ACREAAGAJA gCcaggccgaa AAggagucge ucdougucga 60
ucgaucgauc gaug 74

31137
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<210> 79

<211> 75

«212> RNA

«<3213> artificiel

<220>
«223> gsynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<2232> (1})..(75)

«223> all purines (A and G} are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

<400> 79
gggagaggag Agaacguucu AcCRAAAggCa ggcucagggg aucacuggaa gucgougucg 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> B0

<211> 76

<213> ENA

<213> sartificial

<230>
<223> synthetic aptamer

<220> .

«221> modified base

<222> (1)..(76)

<223> all purines (A and G} are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-methyl

<400> 80
qgagagaggag agaacguucu ACAAJRURUA AUUARGUAUA RJUJCARASY agacgougue &0

gaucgaucga ucgaug 76

<210> 81

<3all> 74

<212> REHA

<213> artificial

<220>
«233> synthetic aptamer

<220>

«221> wodified base

«222> (1)..({74)

<223> all purines (A and G) are 2'-CH, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

321137
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<400> 81
gggagaggag sgascguucu acgaaugaga gcaggocgas asggagucgc ucgcugucga 60

ucgaucgauc gasug 74

<210> B2

<31ll> 75

<32132> RNA

<213> artificial

<220>
<223> wsynthetic aptamer

<220>

<221> modified baae

<222> (1)..(75)

«223> all purines (A and G) are 2'-0OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<400> 82
gggagaggag agascqguucu ACJaAgaggca agagagaguc gcauaaanam gacgougucg 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> 83

<all> 75

<112> REA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

<220>

«221> modified base

<222> (1)..{(75)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<400> 83
gggagaggag agaacguucu acgcaggcug ucguagacas acgaugaagu cgcgougucy 60

aucgaucgau cgaug 75
<210> B4

<3211> 76

«212> RHA

<213> artificisl

<220>
<3223> psynthetic aptamer

33137
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<120>
<231>
«22332>
<223>

<400>

modified base

1)..(76)

all purines (A and G) ars 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

gggagaggag agaAcguucu ACJUBAAARG AUAUgAAAGgA Aaggauuaag agacgocuguc &0

gaucgaucga ucgaug 76

<«210>
<2ll>
<212>
<213>

<220>
<223>»

<220>
<231>
<233>
<323>

<220>
<221>
<232>
<233>

<220>
<2321>
<222>
<223>»

<220>
<221>
<233>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<231>
<2323>
<233>

<400>

as

75

RMA,
axtificial

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (75)

all purines (A and ¢) are 2'-0H, all pyrimidipes (C and U) are
2'-O-mathyl

mise_feature
{29)..(29)
alsa, u c,0rg

misc_feature
{35)..(38)
nis a, u, c, org

misc_feature
(64) .. (54)
nisea, u, ¢, 0rqg

misc_faature
{s8)..(68)
nisa, u, ¢, 0org

misc_feature
{72})..(72)
niaa, u, c,org

gogageggag agaacguucu acggaaggna acaanagcac uguuwugugoa ggegougucg 60

aucnaucnau coaug 75

una7



«<210>
<211l>

<213>-

<213>

<3220>
<323>

<3120>
<221>
<222>
<3223>

<400>

a6

73

REA
artificial

synthetic aptamar

modified bape

(1)..(73)

all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

gggugagqgag agascguucu acuiaugcag goucaguuac uacuggaagu cgougucgau 60

cyaucgaucy aug 73

<310>
<3ll>
213>
<313>

<3220>
<3233>

<220>
221>
<2322>
<223>

<400>

a7

15

RNA
artificial

eynthetic aptamer

modified base

{1}..(75)

all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

B7

aggagaggag agaacquucu acuagaagca ggcucgasua csauucggea gucgcugucg 60

aucgancguu cgaug 75

«<210>
<211>»
<312>
<213>

<220>
«3223>

«<3320>
<231>
«223>
<223>»

s

75

RMNA
artificial

synthetic sptamer

modified base

{1)..(75)

all purines (A and @) ara 2'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2'-0-methyl
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<400> @88
gggagaggag agaacguucu Acauasgcag gouccgaumg uauucgggas gucgougucg 60

aucgaucgau cguug 75

<210> B9

<211> 22

<212> DRA

«213> artificlal

<220>
«223> wsynthetic primer

<400> B89
catcgateqga tcgatcgaca go 22

<21l0> S0

<211> 22

«<212> BRNA

«<213> artificial

<220>
<223> eaynthetic fixed xegion

<400> 50 .
gougucgauc gsucgaucga ug a2

<210> 891

<211> 74

<212> DHA

<213> artificial

«330>
<223> synthetic aptamer

<230>

<221> modified_base

<3222> (1)..(74)

<2323> &all purines (A and Q) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-methyl

<400> 91
gggagaggag agaacguucu acagegecgg ugggegggea vuggguggau gogougucga 60

ucgaucgauc gaug 74
<210> 93
<3211> 75

<212> DNA
«<213> artificial
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<230>
<223> pynthetic aptamer

<220>

«221> modified base

<222> (1)..(75)

«<223> all purines (A and @) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<400> 92
goggagaggag agaacyuucu acagcocuuuu goguaaggyg aggggugcocy gucgougucg 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> 93

<211> 75

<3212> DEA

<213> artificial

<220>
<3223>» wgynthetia sptamar

<220>

<221> wodified_ base

«222> (1)..(75)

<223> all purines (A mnd G) are deoxy, all pyrimidines (C and U} are
2'-0-methyl

«<400> 93 )
ggjgageggadq agaacguucu acguaacggyg gugggaggyy cgaacaacuu gacgougucs 60

aucgaucgau cgaug 75

<210> 94

<211> 74

<212> DEA

«213» artificial

<220>
<223> gynthetic aptamer

<220>

<221> wodified base

<2322> (1)..(74})

«3223> all purines (A and @) are deaxy, all pyrimidines {C and U) ars
2'-0-methyl

<400> 94
gggagaggay agaacguucu acagcgcedg ugggugggca uaggguggau gegougucga 60

ucgaucgsuc gaug 74

37137
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<210> 95

<2ll> 75

<3132> DMA

<213> artificial

<230»
<323> synthetic aptamar

<220>

<221> wodified_base

<2232> (1)..{75)

<223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

<4D0> 95 )
gguugaggag agascguucu adgggcuacg gggauggagg guggguccoa gacgouguceg

aucgaucgau cgaug

<310> 956

«211> 75

<1132> DHA

<3213> artificial

<220>
«<223> sgynthetic aptamer

<220>

<131> wmodified basas

<222> (1)..(75)

<223> all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines {C and U) are
2'-0O-mathyl

400> 96
gggagaggag agaacguucu acacggggug ggeggdgcega gucgocaugga ugcgougucg

aucgaucgau cgaug

<210> 97

<211> 75

«<312> DMA

<3213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

<2320>

€221> modified base

<232> (1)..(75)

<233> all purines (A and ) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
4'-0-methyl

k_ky)

75

75
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<400> 97
gggagaggag Agaacguucu Acucaaugac Cgegoguggt ucugggagag ggcgougueg 50

sucgaucgau cgaug 75

<310> 98

<311> 75

<212> DEA

<313> artificial

<330>
<223> pgynthatic template

<220>

«221> wodified base

«<2322> (1)..(75)

«223> all purines (A and G) are deoxy, all pyximidines (C and U) are
a'~-0-mathyl

<2a20>

<221> wisc_feakture

<222> (23)..(52)

323> nisa, u, c,oxg

<400> 958
gggagaggag AGAACGUUCH ACHONNADNN OLARMALGAN ADAONANDOR DDGGUCGAUC 60

gaucgaucau cgaug 75

<210> 99

<21i> 3%

<212> DHA

<213> artificial

<220>
«223> synthetic primer

<400> 99
taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac 39

<310> 100

<3211> 22

<313> THA

<213> artificial

<220>
«<323> psyathetic primer

<400> 100
catcgatgat cgatcgateg ac 22

39137
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<210> 101

<31li> 23

<i12> RNA

<3213> axtificilal

<220>
«223> synthetia fixed region

<400> 101
gggagaggag agaacguucu ac

<210> 102

<211l> 22

<213> RNA

<313> artificial

<220>
<223> synthetic fixad region

<400> 102
gucguucgau cgaucaucga ug

«<210> 103

211> 715

<213> DHA

«<213> artificial

<320>
«223> aynthetic aptamer

<320>
<221> modifiesd baae
<222> (1)..(75)

PCT/US2005/007666

2\

<223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are

2'-0-methyl

<400> 103

gggagaggag agaacguucu acaggcsagy caauugggga gugugggugg ggggucgauc 60

gaucgaucau cgaug

<210> 104

<211>» 75

<212> DNEA

<213> artificis]

<2320>
<223> pynthatic aptamer

<220>
«<3221> modified base
<222> (1)..(75)

75
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«223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<400> 104
gggagaggag agaacguucu AcaggThAagu amuuggygag ugegggegdy ggggucgaua 60

gaucgaucau cgaugy 75

<210> 108

<211l> 75

<212> IMA

«2131> artificial

<d220>
<223> pgynthetic aptamar

<220>

«221> modified_base

<222>» (1)..(73)

<223> all purines (A and G) are decxy, all pyrimidines (C and U) mxre
2'-0-wmathyl

<400> 105
gggagaggag agaacguucu ACasggogyu ACggggagug uggguuggyy coggucgauc 60

gaucgaucau cgagag 75

<210> 106

211> 75

<212> DEA

«213> artificial

<220>
«223> synthatlc aptamer

<220>

<221> modified base

«222> (1)..({75)

«323> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines {(C and T) are
2'-0~-methyl

<40D> 106
gogagaggag agaACguUUCU Acgauausagg CgguAcgggg JYagugggcu ggggucgauc 60

gaucgaucau cgaug 75
<210> 107

<211> 75

<212> DNA

<213» artificial

<220>

41137
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<223> psyanthetic aptamer

<3220>

<221> modified base

«222> (1)..({75)

223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

<400> 107
gggagaggmg agmacguucu acaggaaagg cgovugeggg gygugeggga ggggucgauc 60

gaucgaucau cgaug 75

<210> 108

<3211l> 74

<212> DHA

<213> artificial

<220>
<223> smynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> {1)..(74)

<223> all purinss (A and G) are decxy, all pyrlmidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<400> 108
gggagaggag agaacguucu acaggogouy acggggjaug cgggugggac aggucgaucg 60

ancgaucauc gaug y 74

<210> 109

<dll> 74

<212> IMA

<213> artificial

<220>
<223>» synthetic aptamer

<320>

«221> modified base

<222> (1)..(74)

<223> all purines (A and @) are decxy, all pyrimidines {C and U) are
1'-0-wathyl

<400> 109
gogagaggey agaacguucu acaggcsagu sayuggggag ugegggcggg gggucgaucg 60

aucgaucauc gaug 74

421137
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<310>
<21l>
<212>
<213>»

<220>
<223>

«<220>
<221>»
<222>
<233>

<400>»

110

74

DNA
artificial

synthetic aptamex

modifisd base

(1) ..(74)

all purines (A and G) are deaxy, all pyrimidines {C and U) are
2'-0-methyl

110

gggagaggag agaacguucu acaggcasgu aawnggggug ugcgggeggy gugucgaucg 60

aucgaucauc gaug 74

<210>
<211
<213>
<213>

<220>
<2313>

<220>
<221>»
<222>
<223>»

<400>

111
76

DA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{(1)..(76)

all purines (A and @) axe deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

111

gggaguggag agescguucu acaggoasgy Caalnggggh gogugIgUgg 9ggugucgan 60

cgaucgauca ucgaugy 76

<210
211>
<213>
<213>

<220>
<223>

«220>
<321>
<3222>
<223>»

112

75

DNA
artificinl

synthetic aptamnsr

modified base

{1}..{75)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
21'-g-methyl
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<400> 112
gggagaggag agaacquucu RcCasyugeag guggugocogy ggouugdggyyg cgggucgauc 60
grucgaucan cgaug 75
<2310> 113 "
<211l> 73
<212>

DR
<a13> artificial

<d120>
«3223> pynthetlc aptamer

<320>

221> wodlfied bape

«<222> (1)..(73)

<223> all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

<400> 113
gygagaggag agaacguucu acaggcucas ssgaggggga ugugggaggy ggucgaucgs &0

ucgancaucy aug 73

<210> 114

<311> 74

<212> YTHA

<313> artificial

<220>
<123> pynthetic aptamer

<320>

<221> modifisd base

«223> (1)..(14)

«3223> all purinss (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-methyl

<400> 114
gggagaggag agiacquucu acaggcgoag ccagogggga gugaggyuog gggucgaucg 60

aucgaucauc gaug T4
<210> 115

«<211> 74

<3212> DNA

«213> artificial

«220>
<223> synthetic aptamer

4137
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<230>
<221>
<223>
<233>

<400>

21k

modified base

{1)..(74)

all purinss (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

115

gygagaggag agascguucu BCaggccgau gagggggage aguggguogy gggucgaucg 60

aucgaucsuc gaug 74

<310>
<211>
<212>
<313>

<330>
<323>

<330>
<3321>
<222>
<223>

<400>

116
75

DA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1)..(75)

arll purinss (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

1l6

gggagaggag EgaACgUUCU Acuagugagg cgguaacggyd gygugagggu ggggucgauc 60

gaucgaucau cgaug 75

<210>
<311l>
<212>
<31l3>

<3220>
<323>

<320>»
<221>
<222>
<32323>»

<400>

117

76

DA
artificial

synthetic aptameyr

modified_base

{1)..(78)

all purines (A and G} are deoxy, all pyrimidines (C aud U) are
2'-0-methyl

117

qggagaggag agaacguucu acagguagge aagauauugg dygeagegog wggggucgau 60

cgaucgauca ucgaug 76

<210>
<211>»
<312>

118
75
DHA

43137
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«213> axtirficial

<220>
<223> synthsatic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(75)

«223> all purines (A and G) are deaxy, all pyriunidines {(C and U) ars
4'-0-mathyl

<400> 118
gggagaggag agascguucu ACaCauggou CgasAgaggyy gogugegggu ggggucgauc 60

gaucgaucau cgaug 75

<210> 119

<211> 76

<3213> HNHA

<213> artificial

<220>
<223> pynthetic template

<220>

<221> modified base

<32322> (1)..(76)

<223> all purines (A and O) are 2'-OH, all pyrimidines are 2'-fluoro

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(57)

<223> nis e, u, c,org

<400> 119
ggagcgcacu CAgCCACHNNN NONNINNNNND INNDNANDON OONNODDOONDY DOODNDOUI 60

egaccucucu gouago 76

<210> 130

<211> 34

«<212> DEA

<213> artificisl

<220>
<221> pgynthetic primar

<400> 130

taatacgact cactategga gogcactcag ccac 34
<310> 121

<211> 19

46/137
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<212> DNA
<213> artificial

<220>
«223> @synthetic primer

<400> 131
gctagcagag aggtcgasa

<210> 122

<211l> 17

<212> RHA

«213> artificiml

<220>
<213> synthatic fixed regiom

<4Q0> 123
ggBagcgCRcu Cagccac

<210> 123

<211l> 19

<212> RNA

<3213> artificial

<220>
«223> synthetic fixad regiom

<400> 123
MIucgaccus ucugcuage

<210> 124

<211> 75

<213> RMA

<213> artificial

<220>
«223> aynthetic aptamer

«220>
<221> wodifisd base
<222> (1)..(7%)

PCT/US2005007666

19

17

19

<223> all purines (A and @)  are 2'-0OH, all pyrimidines (C and U) are

a'-fluoro

«400> 124

ggagogcacu CRgCCACAGS UGYCUUASUA CUSUARAYAC gugcgegoag Aagggaunuuc 60

gaccucucug cuagc

<d10> 135
<211> 76

47/137
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<212> WA
<213> artificial

<220>
<223> gynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> {1)..(76)

223> all purinas (A and G) ares 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
' -fluoro

<400> 125
ggagcgcacu CagcCaccgu aAlucacasng gucccugagu geaggguugu auguuuguan

cgaccucucu gcuagc

«<210> 126

<21l1> 76

<212> RMA

«213> artificial

«220> .
<223> synthstic aptamer

<3220»>

«221> modified base

<222> (1)..(76)

«3223> all purines (A snd G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 126
ggagcgCcacy CRyCCACUCU ACUCAUAUA Juuaucqag CCggugguag auulugauua

cgaccucucu gcuago

<210> 127

<211> 75

«<212> RNA

<213> artificial

<220>
<223> synthatic aptamer

«<220>

<221> modified base

<222> (1)..({75)

<223> all purines (A and Q) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoro

<400> 127
guagcgcacu CagCeCaCcgco uaACAamlicAC UJUJRUAUSU CgAAULRUAY CoougguUUe

48137
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gaccucucug cuagc

<210>
<211>
<212>
«<3113>»

128

76

RMA
axtifioisl

<320>

«<223> synthetic aptamer

<220>»
<221>»
<222>
<223>

nodified base
(1) ..({76)

2'-fluoro

<400> 1289
ggagegeoacu CAgeCaccgg CULARUAUCC BALAGYRACT UUCgCUCUgA gCoaggoginru

CgACCUoUC gCuAge

<210>
<211>
<31l2>
<213>

129
76

REMA
artificial

<210>

<223> asynthatic aptamer

<220>
<221>
<222>
<233>

modiflied basa

{1)..(78)

all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 129
ggagcgoacu cagccacage ucgguggouu aausucuaug ugaacgugeg caacagouuu

cgaccucucu gouage

<210>
<211>
<212>
<213>»

130

76

RNA
artificiel

<220>

<2323> wsynthatic aptamer

<3220>

<221> modified base -

49/137
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<222> (1)..(76) .
<223> all purines (A and G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoxo

<400> 130
ggagcgoacuy cagocaccuul gggouussua CCUBUCggAU SugegoCusg CACYYARAUTU 60

cgaccucucu gouage 76

<210> 131

<211> 76

<212> RNA

<213> artificial

<220>
«223> synthetic aptamer

<220>

«221> wodifisd _base .

222> (1)..{76)

<223> all purines (A and @) are 2'-0OH, ell pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<220>

<221> misc_ feature

<222> (46)..(46)

<223> n im a, u, c, or g

<400> 131
ggagcgeacu CAgCoCACTgU MUACUUCCU gUCEAUAUNG ACCUCACUCU agacigguun 60

cgaccucucu gouage 176

<210 132

<311> 76

<312> EREA

<213> artificial

<220
<123> synthetic aptamer

<220>
<221> wodified bass
<223> all purinss (A and @) are 2'-QH, all pyrimidines (C and U) are

2'-fluoro
<400> 132
ggagogoacu cagocacoug ggansaucug ggucccugag UUCUAACAgC agagauunuu 60
cgaccucucu gouage 76
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<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<d23>

<230>
<221>»
<2323>
<2323>

<220>
<221>
<222>
<323>

«<220>
<221>»
<222>
<323>

«<400>

W 2005086835 PCT/US2005/007666

133
76

RNA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1)..(76)

all purines (A and G) are 2'-QH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

mise feature
(13)..({12)
2 iy a,u, cor g

nisc_fsature
(62) .. (62)
nisau, corg

133

ggagogoac CHgCCACUNC GEARUAUCOU UJUCUUCUQY gugagcauge guugagguuu 60

Cnaccucucu gouagce 76

<210>
<311>
<213>»
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

134
76

RMA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1)..{76)

all purines (A and G} are 2'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoro

misc_feature
{61)..(61)
nisa, u, c,0rg

134

ggagogoacu cagocAcugyg GYAACAUCUC AUJUCTCUgE CCgoucuuge aguagasuud 60

ngaccucucu gcuage 76

51137
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<4D00>

%

135

60

RNA
artificial

synthatic aptamar

nodified base

(1)..(s0)

all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C snd U) are
a'-fluoro

135

ggugaucaua cCacaagasgu UUIIUguUgeU CUgAGqUACUC 8gCgUCCgUA agggaucuce 60

<210>
<3211>
<212>
<213>

<a20>
<223>

<220>
<231>
<223 >
<223>

<400>

136

48

BEA
artificial

synthetic aptamer

wodified base

{(1)..(a8)

all purines (A and @) aze 2'-0H, all pyrimidinea (C and U) are
2'-fluoro

136

ggagucugag UACUCAGCGU CCOUARGUYA UALGCUCCGC cagacucc 48

<210>
<211>
<213>
<313>

<220>
<223>

<220>
<221>
<233>
<323>»

<480>

137

39

A
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..(39)

all purines (A and G) ara 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

137

ggaguuacuc agoguccguA RggURUAUNC ucCcgacucc a9
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<210> 138

<211>» 50

<312> RNA

<213> artificial

<220>
<223> gynthetic aptamar

<220>»

<211> modified base

«222> (1)..(50) .

<223> all purines (A and @) axe 2'-0H, all pyximidines (C and U) are
2'~fluoro

<400> 138
ggagucugag uacucagcgu cocgagaggy gauaugouco geoecagacucc 50

<210> 139

<211» 61

<212> RMA

<213> arcificial

<2320>
«223> sgynthetic aptamer

<220>

<221> wodified base

<222> (1)..(61)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are

2'-fluoro
«<400> 1359
GOAgCRUACA CAAGEAGUUU uUUUguUgoUCuU gaguacucag cguccguasg ggauaugous 80
c 61
<210> 140
<311> 51

«<2132> RHA
<213> artificial

<220>
<213> synthatic sptamsr

<220>

<321> modified baae

«222> (1}..(51)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluore

<400> 140
ggaguacgce gRaaAgYogcu CUugAgUACUC agCguccgqua aAgggauacuc o 51

V137



<310>
<311>
<2112>
«<313>

<2320>
<223>

<220>
<221>
<332>
<223>

<400>

WO 2005086835 PCT/US2003/007666 %

141

65

REA,
artificial

syntbetic aptamer

modifisd base

(1) .. (65)

all purines (A and Q) ara 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

142

gyagcgasuc auUACECAAgA AgUOGCUUCAU JCGUCAAACHU GCAUGACGUC GAAUAGBUAL 60

<210>
«<311>
<212>
<213>

<3220>
<223>

<220>»
<2321>
<32232>
<233>

<400>

65
142
58

BMA
artificliel

synthatic aptamer

modified base

(1)..(55)

all purinea (A and G) are 2'-0H, all pyximidines (C and U) are
2'~-fluoxo

142

ggaucsuaca CAAJAAGUAC UNCAWICOGC AAACUGCAUS ACQUCOABUE GAUCT 55

<210>
<3211>
<21a>
<213>

<220>
<233>

<220>
<221>
<223>
<223>

143
47

RN
artificial

synthetic aptamer

modifisd bage

(1)..(47)

all purines (A and G) are 2'-0H, z2ll pyrimidines (C and U) are
a'-fluoro

54137
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143

gYRUCAUACR CAAgEAGJUOC UUCACGAARD UgacOUCOAA UAJRUCC 47

<210>
<211>
<213>
<213>»

<220>
<233>

«<220>
«221>
«<222>
<223>

<400>

144

60

I,
artificial

synthetic aptamer

modified bage

(1) ..{60)

all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
ar-fluoro

144

ggagoauaca caigasguge UucAugcgge AAACUGCAUG ACJUCHASUR gAUAUCUCC 60

<210>
<211>
<212>
<313>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

145
46

HMA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (a6)

all purines (A and G) are 2'-0H, al) pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

145

ggagUACRCA agaagugjcuu cogaaaggac gucgaauaga UacCucc 46

«210>
<211>
«212>
213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

146

30

RMA
artificial

synthetic aptamer

modified basa

(1}..(30)

all purines (A and @) are 2'-OH, all pyrimidinea (C and U) are
2'-fluoro
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<400> 148
gUUUAARUCYU CAUCGUCCCC guuuggggau ao

<310> 147

<211>» 57

<3212>» RHEA

«<213> artificial

<3220>
<2323> nsynthstic aptamar

<220>

321> modified base

«<222> (1)..(s7)

«223> all purines (A and @) are 2'-CH, all pyrimidines {(C and U) axe
2'-fluoro

<400> 147
ggaCRUACRC aAgauUgUYCU UGAgUUAAAU CUCAUCOUCE CCOQuUUUgOgg auauguce 57

<310> 148

<211> 47

<31d> RHEA

«<213> artificial

<220>
«223> synthetic aptamer

<320>

<221> modified_base

<222> (1)..(47)

<223> all purinas (A and @) axe 2'-08H, all pyrimidines (C and U) arms
2'-fluoro

<400> 148
ggoAuSCACT AgAgUGTUGU OGAABgACUC Sgucgagagy cuaugec 47

<210> 149

<211> 47

<213> XMA

«<213> artificial

<2320>
<223> synthetic aptamer

<220>

<221> wodified base

<222> {1)..(47)

<2323> all purines (A and @) are 2'-OH, all pyrimidineas (C and U) are
a'-fluoro
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<400> 149
ggcauacgeg agergcogougg CgAaAgeCuc ggccgagagg cuaugcoc 47

<210> 150

<211> 43

<213> HMA

«213> artificial

320>
<223> synthatic aptamex

<220>

€221> wmodified base

<223> {1)..(s3)

«223> all purines (A and @) are 2'-0E, all pyrimidines (C and U) are
2’ -fluoro

<400> 150
ggiuacccga ghgggouggce gasagocucg gcgagagocua ucc 43

«210> 151

<2ll> 47

213> RMA

<213> artificial

<220>
<223> synthetic aptamer

<220>

«121> wmodified base

<222> (1)..(47)

<223> all purinsp (A and Q) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<4D00> 151
ggguacgecg aaagycgouu cogasaggac guccguaagy gauaceo 47

<210> 152

<il> 4%

<212> RNA

<213> artificlal
<220>

<223> gynthetic aptamer

<220>

<321> wmodified base

<322> (1)..(a9)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines {C and U) are
a'-fluoro

57137
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<400> 152
gqgeguACgCcce gaAaggogcu LUCCgAAAqUA Ccguccguaag ggauacucc 49

«<210> 153

<311> 42

<312> RMA

<213> artificial

<220>
<233> psynthetic aptamer

<220>

«<221> wmodified hase

«222> (1)..(42)

- ¢223> all purines (A-and G) are 2'-OH, all pyrimidines {C mnd U) are
1'-fluoro

<400>» 153
ggRAUCAUAC COAgAYGUAU URCCCCORAR gUIgacCauu co 42

<210> 154

<311> 48

<212> REA

«<313> artificlal

«330>
«223> asynthstic aptamar

<320>

«3221> modified base

<322> (1)..(48)

<323> all purines (A end G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluoro

<400> 154
ggeaucauac acaagagugu AUUACCCCCA ACCCaggggg accauucce 48

<210> 155

<211> 57

<312> REA

<213> artificial

<2320>
<3223> pynthatic aptamer

<3220>

<221> modified basne

<232> (1)..(57)

<223> all purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
a'-fluoro

58/137
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<400> 155
ggasgasugg uUCYgARUCUC USGCJCemcg Cugagusuag ACGJAAgOUC CgCCAgAR 57

<210> 156

<211l> 39

<2132> RMA

<213> artificial

<220>
<223> syntheatic aptamax

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(39)

<223> all purines (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U} are
2'-fluoro

<400> 156 .
ggaggcgcoa Cgougaguau agacggaagc uccgccuoc as

<210>» 157

<21l> 58

<212> RMA

<213> artificial

<220>
<223> synthatic aptamer

«220>

<221> modified base

<222> (1)..({s8)

<22)> nll purines (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) axas
2'-fluoro

<400> 157
ggacacaaga gauguauucs ggogguccgc avugauguca guuaugegua gouoeged 58

<3210> 158

<3211> 38

«212> RHA

<213> artificial

<220>
«<223> weynthatic aptamer

<220>

<221> modified bamse

<3222> (1)..(38)

<223> all purinea (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
2’ -fluoro
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<400>»

158

ggcgguccge auugauguca guuaugogua geuccegce s

<210>
<21l1>
«<3132>
<213>

<220>
223>

<320>
<23l>
<222>
<2213>

<400>

159
37

DNA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1) ..{37)

all purines (A and Q) ara deoxy, all pyrimidines (C and U) axe
2'~0-pathyl

158

ARcagcgecgy ugggcgggca uuggguggau gogougu 37

<310>
<211l>
<212>»
<313>

<220>
<223>»

<230>
<221>
<222>
<323>

<400>

160
a2

DHA
artifiaial

gynthatic aptamer

wodified hase

(1)..(32)

all purines (A and O) are dsoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-methyl

160

gegcoggugyg gcgggcaccg gguggaugeg cc 32

«210>»
<211l>»
<3213>
<213>

<220>
<223>

<220>»
<321>
<222>
<223>

161

35

DRRA
artificial

myathetic aptamer

modified base

(1) .. (35}

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl
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<400> 161
acagegoogy uguuuuUCauu ggguggauge gougu 35

<310> 162

<211> 28

<212> DWA

<213> artificial

<220
<223> asynthetic aptamer

<220>

<321> wmodifled base

«222> (1)..(28)

<3223> all purines (A mnd G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

<400> 162
ggcaaguaau uggggagugc 99cgggy 28

<210> 163

<3211> 25

<212> DHA

<213> axtificial

<220>
<223»> waynthetic aptamer

<320>

<221> modified base

<222> (1)..(25)

<223> all purines (A and G} are deoxy, all pyrimidines {C and U) are .
2'-0-methyl

<400> 1863
cuacaaggcq guacggggag ugugg as

<310> 164

«211> 30

<213> DA

«213> artificiasl

<220>»
<221> aynthatic aptamer

<220>

«<221> wodified base

<222> (1)..(30)

<223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines {C and U) are
2'-0-methyl

61137



- <400>

164

ggcgguacgg ggaguguggg wuggggccgyg 3o

«<210>
<211>
<31la>
<313>

<230>
<223>

<2320>
<231>
<23232>
<323>

<400>

165

s

DA,
arxtificiaml

synthetic aptamer

modified_base

(1)..(36)

all purinas (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
32'-0-mathyl

165

cgauavaggc gguacgyggy gegugggoug gggucy 36

<210>
<211l>
<212>
<313>

<220>
<3223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

166

31

INA
artificisl

synthatic aptamer

modified base

{1}..(32)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines {C and U) azre
2'-0-methyl

166

uaauugggga gugegggcgyg ggggucgauc g 31

<210>»
<211>
<312>
<213>

<220>
<2323>»

220>
<321 >
<222>
<3223>

167

27

A
artificlial

pynthstic aptamer

modified bape

(1)..(27)

all purinag {A and @) axe Jeaxy, all pyrimidines (C and U) axe
2'-0-mathyl
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<400>

167

gguggggagn gogggcygyg ggucgee 27

<210>
<21l>
<213>»
<3213>

<220>
<3323>

<220>
<221>
<3222>
<223>

<400>

168

as

DER
artificlal

synthetic aptamer

modified base

{1)..(35)

all purines (A and G) are decxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-mathyl

168

acaggcaagg usavugygga gugcgggesy ggugn as

<310>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<320>
<221>
<222>
<223>

169

35

DEA
artificial

synthstic aptamar

modified bame

(1) .. {3s)

all purines (A snd G) axe deaxy, all pyrimidines (C and U) arm
2'-O-methyl

<400> 169

ccaggcaagy uaauvugyyga gqugegygeqg gouoy 35
<210> 170

<211> 29

«<213> DHA

«213> artificial

<220>

<223> synthetic aptaner

<220>

<221> modified base

<222> (1)..{a9)

<223> all purines (A and @) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are

2'-O-mathyl

63/137
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<400>

170

ggcangquas Tugggasgug uggycggogg 29

<210>
<211>
<2112>
<213>

<220>
<233>

<220>
<221>
<2323>
<3223>»

<400>

i71

29

DNR
artificial

mynthetic aptamexr

wodified_base

{1)..(29)

all purines (A and G) ars deoxy, all pyrimidinss (C and U) are
2'-0-mathyl

171

gycasgguaa uuggguagug BggyCg99y 29

<210>
<211i>
<112>
<213>»

<220>
<333>

«<220>
<231>»
<2322>
<223>

<4Q0>

172
as

DNA
artificial

synthetic aptamer

modified basa

{1)..{(29)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

172

ggcaagguaa uuggggagug cgggcuggg 29

<210>
<3211>
<2123>
<2113>

<3220>
<233>»

<220>
<3221>»
<222>
<223>»

173
29

DA
artificial

synthestic aptamar

modified base

(1) .. (29)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl
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<400>

173

ggcaagguaa uugggeagug ugggcuggy 25

<2110>
<a1l>
<213>
<213>

«2320>
<223>»

<2320>
<231>
<233>
<2323>

<400>

174

a9

oA
artificial

synthatic aptamexr

modified base

(1) .. (2%) .

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimldines (C and U} are
2'-0-mathyl

174

ggcaagguas uuggguagug agggcuggg a9

<210>
<211>
«<212>
<213>»

<2320>
<323>

<220>
<221>
<132>
<233>

<400>

175 '
k1

DA

artificial

synthetic aptamex

modified base

(1)..(35)

all puriness (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

175

acaggcaagg vasvugggua gugagggcug ggugu as

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
«<221>
<222>
<323>

176

41

DA
artificial

syntbhatic aptamer

modified base

(1) ..(40)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) ars
2'-0-mathyl

65/137
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<230>
<231>
<2232>
<233»

<400>

uiso feature

{41) .. (41)

n at position 41 is an inverted oriemtation deoxy thymidine
(31-3' linked)

176

gauguuggea aguasuuggg gagugegggc gggguucauc n a1

<210>
<211>
<213>
<213>

<230>

' «223>

«<220>
<2321>
«<3223>
<233>

«<400>

177

34

DMA
artifioial

synthetic aptamer

modified base

(1) ..(34)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

177

acaggcaagu amuuggggag ugcgdgcggg gugu s

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<2323>

«<220>
<221>
<222>
<a33>

<400>

178

34

DEA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1) ..(34)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U} are
2'-O-methyl

170

ccaggeaagu aauuggggag ugegggeggy gugg 34

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>»

179

a5

DNA
artificial

synthetic sptamer

66/137



w

<320>»
<231>
<222>
<323>

<400>

modifiaed base

{1)..(a5)

all purines (A and @) are decxy, all pyrimidines {C and U) are
2'-0-mathyl

179 -

ggcgguuacg ggggaugesy guggy as

<210>
<all»
<31a>
<213>

<220>
<223>

<220>
<3211>
<222>
<223>»

<400>

180

30

DA
artificinl

synthetic aptamer

modified bage

{1)..(30)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines {C and U) are
2'-0-methyl

180

ggcgguuaAcg ggggaugcgg gugggacsgy ao

<210>
<211>»
<313>»
<213>

<3220>
<223>»

<220>»
<222>
<232>
<223

<400>

182
a6

DNA
artificial

synthatic aptamer

modifised base

(1)..{26)

all purines (A and G} are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

i

ggcaaguAau uggggagugce gggcgg a6

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>
<223>

182

32

DHA
artificial

synthatic aptamer

67137
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1Y

<220>

«<321> wmodified bass

222> {1)..(33)

<223> all purines (A sand @) are deoxy, all pyrimidines (¢ and U} are
2'~0-methyl

<400> 182
Acagycaagu aauugaggag ugcgggcggu gu a2

<210> 183

<211> 28

<212> DMA

«313> artificial

<2205
<223> synthatic aptamer

<220>

<221> wmodified hase

<222> (1)..(a8)

«<223> all purines (A and d) are decxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-Q-methyl

<400> 183
ggcgguacgy guagququggg uuggggco ae

<210> 1M

<211l> 28

<212> DNA

213> artificial

<220>
«223> pgynthatic aptamer

<220>

<221> modified_bhawe

<222> (1)..(28)

<223> al) purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

<400> 184
ggcgguacyy ggaguguggg cuggggcc a8

<210> 185

<211> 32

<313d> DHA

<313> artificial

<220>
«223> aynthetic aptamer
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<320>
<231>
<2322>
<3323>

«<400>

20

modified bawse

{1)..({22)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidinss (C and U) are
a'-0-mathyl

l1as

gyuacgggga guguggguug 99 az2

<310>
<2all>
<312>
<213>

<320>
<3223>

<220>
<a21>
<332>
<323>»

<400>

186

aa

DRA
artificial

synthetic aptamer

wodified base

(1) ..{23)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

186

gyuacgggga gugugggoug gy a2

<3210>
<3a11l>
<213>
<313>

<220>
<3223>

<220>
<221>
<223>
<333>

<400>

in7

a7

DNA
artificial

synthetic aptamar

modified base

(1)..{a7})

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2! -0-mathyl

187

§9CgguACyg ggaguguggy uugggcco a7

<210>»
<211>»
<212>
<213>»

<320>
<333>

188

27

DRA
axtificial

synthetic aptamer

69/137
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<«220>
<231>
<222>
<223>

<400>

g9cgyuacgg ggaguguggg cugggcc

<210>»
<211>
<3212>
<313>

<220>
<223>

<220>
<221>
<232>
<223>

<400>

modified base
(2)..(a7)

FCT/US2003007666

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) arae

2 '-0-mathyl

188

189

21

DNA
axtificial

synthatic aptamer

wodified basa
(1}..{21)

a7

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines {C and U) azxe

2'-O-methyl

1a%

gguecdggyR guguggguug g

<210>»
<21l>
<213»
<213>

<220>»
<233>»

<220>
<32l>
<222>
<223>

<400>

190
21

INA
artificial

synthatic aptamar

modified base
{1)..(21)

al

all purines (A and @) ara deoxy, &ll pyrimidines (C and U) axre

2'-0-methyl

150

gouacgggga gugugggeoug g

<2110>
<211>
«<212>
<213>»

<120>
<223>

191

28

INA
artificial

synthetic aptamex

70/137
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<220>
<d21>
<322>
<223»

<400>»

mwodified base

{2)..(a®)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-methyl

191

ggcaguacyy ggggasugyg cugggguc ]

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>»
<323>»

«<220>
<221>
«222>»
<223>

<400>

192

27

DA
artificial

gynthatic aptamer

modified bhase

{1)..(27)

all purines (A and O) are dscxy, all pyrimidines (C and U) are
1'-0-methyl

1952

ggcgguacgg g9gg9aguggg cuggguc a7

<210»
<211>
«212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<a21l>»
<222>
<223

<400>

193

28

DNA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1’ an (2')

all purinss {A and G) ars decxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O0-methyl

193

ggcgguacgg Sgagaguggg cugggguc 28

<210>
<21l>
<212>»
<213>»

<220>
<223»

194

a2

DMA
artificial

synthatic sptamar

71/137
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<220>
<3221>
<222>
<223>

<400>

modified bhase

(12)..{az2)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U} are
2'=-0-methyl

194

gguacguuyy gagugggeug g9 22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<4ADD>

155
a1

DA
artificial

synthetic aptamar

modified base

(1)..(21)

al) purines (A and G) are deaxy, 211 pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

155

g9guacogoUgy gagugggeug g9 21

<210>
<211l>
<212>»
213>

<220>
<223>»

<220>
<221>
<222>
<223

<400>

196

a2

MR
arcificial

synthetic aptamear

modifisd base

(1) .. (22)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

156

gguacgggga gagugggcug gy a2

«<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>»
<223»

197

F1

DA
artificial

synthatic aptamer

T2131

U



<220>
<231>
<222>
<2323>»

«400>

WO 2003086835 PCT/US2005007666

modified base

(1) ..(25)

all purines (A and O) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

197

gygcgguacgg gyggagugyy cuggg a5

<210
<211>
<312>
<213>

<220>
<223>

<220>
<321>
<122>
<3223>

<400>

i98
a5

A
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..{as)

all purinas (A and G) are deoxy, all pyrimidinas {C and U) are
2'-0-methyl

198 -

ggcgguacgg ggRguauagy uuggy as

<210>
<21l1l>
<312>
<213>

<220>
<a23>»

<230>
<221>»
<2322>
<3223»

189

413

RMA
artificial

synthetic aptamer

modified besa

{1)..(43)

all purinss (A and @) are 2'-0H, all pyrimidines {C and U} are
1'-fluoro

199

gggcacucag CCACAGEUgYg CUUAAUACUG UAaAgACquy cCc 43

<2310>
<211>
<312>
<213>

<220>
<223>

200

48

RNA
artificial

synthetlic aptamer

RN



<220>
<2131>
<222>»
<223>

<400>

WO 2005/086835 PCT/US2003/007666
modified bhase
(1)..(48)
all purines (A and G} are 2'-OH, all pyrimidines (C snd O} ares

2'-fluoxo

ggagcgeacu cagCcaAccgg CUUARUAUCC asuaggaacg uucgoucu 48

<210>
<211>
<313>
<213>

<230>
<a33>

<220>
<2321>
«233>
<323>

<400>

201

48

HA
artificial

syathetic aptamer

modified base

(1)..(48)

all purinas (A and G) are 2'-0H, all pyrimidines (C and U) are
a'-fluoro

201

gggcacucag cocacagoucy guggouuasu auCuUAUgUgA AcCgugccc 48

<210>
<211>
<212>
<21l3>

<220>
<223>

<2120>
<221>
<222>
<3223>

«400>

202

43

REA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (43)

2ll purines (A and G) are 2'-OH, all pyrimidines (C and U) are
2'-fluora

guguacubag CCACCULGGY CUTARLACCU aucggaugug CCC 43

<210>
<311>
<312>
<213>

<230>
<3223»

203

3s

DA
artificial

synthetlic aptamer

74137
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«<220>
<231>
<222>
<233>

<220>
<221>
<232>
<323>

<400>

modified buse

{1)..(35)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'=0-mathyl

nisc_fsature
(2}..(a)
n st position 2 is a phosphorothicate linker

ancaggcaag taattgggya gtgcgggoegg ggtgt as

<310>»
<311l>
<312>
<213>»

<220>
«<323>

<220>»
<3221>
<222>
<223>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

204

35

DEA -
artificisl

synthstic aptamer

modifiad bape

{1)..(35)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C mand U) are
2! -0-mathyl

misc_feature
{3)..(3)
n at position 3 is a phospharothioste linker

204

acnaggcaag uasuugggga gugcgggcyy ggugu as

<210>
<211>
<212>
<213>

«220>
<223>

<3220>
<221>»
<222>
<223

<220>»
221>
<222

205
a5

DA
artificial

synthetic aptamar

modified base

(1}..{3s)

all purines (A and @) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-methyl

misc_feature
{(7y..lmM

7§17



<3323>

<400>

n at position 7 is a phosphorothicate linker

acaggcnaag uaavugoggR gugcgggcgg ggugu k11

310>
<21l>
212>
<d13>

<220>
323>

<220>
<321>
<d23>
<3223>

406

35

DA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..(35)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidinea (C and U) are
2' -0-methyl

<3320>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

«223> n at position 8 is a phosphorothiocate linker

<400> 206

acaggcanag uaaumugggga gugcgggcag ggugu 35

«<310> 207

<211>» 135

<312> DHA

<313> artificial

<220>

<323> Byathatic aptamer

<220>

<221>" modified base

<3322> (1)..(3s)

<223> uall purines (A and Q) are deoxy, all pyrimidines {C and U) are

2'-0-mathyl

<2320>

<121> mnisc_feature

«222> (9)..(9)

«3223> n at position 9 is m phosphorothioate linker

<400> 207

acaggcaang uaauugggga gugcegggcyyg ggugu a5
v

<210> 208

211> 3§

<212> IMGA

76/1137



w

<213>

<220>
<223>

<3220>
<221>
<222>
<233>

<220>
<221>
<322>
<323>

<400>

artificial

synthstic aptamexr

modified base

{1) .. (35)

all parines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-mathyl

misc_feature
{10)..{10)
n at position 10 is a phosphorothicate linker

acaggcaagn usavugggga gugogggegy ggugu ) s

<210>»
<211>
<212>
<3a13>

<220>
<223>

<220>
<3231>»
<222>
<323>

<220>
<3221>»
<223>
<223>

<400>

a09

35

DNA
artificial

synthetic aptamer

modifled base

{1)..(35)

all purinss (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-O-methyl

misc_feature
{11) .. {11)
n at position 11 is = phospborothiocats linker

acagycsagu nasuugggga gugogggcgg ggugu 35

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<220>
<221>
<322>

al1o
a5

DA
artificial

synthetic aptamexr

modified basa
(1}..(35)

THNM"



<223>

«<320>
<231>
<3223>
«<223>

<400>

all purines (A and d) are decxy, all pyrimidipnes (C and U) arxe
2'-0-methyl

misc feature
(12)..(12)
n at porsition 13 is a phosphorothicate linker

110

acaggcaagu anauugggge gugcegggeqg ggugu as

<310>
<311>
<312>
<313>

<320>
<3123>

<220>
<421>
«222>
<223>

<220>
<3321>
«3222>
<323>

«400>

211
as

DNEA
artificial

synthatic aptamer

modifiad base

(1)..(35)

all purines (i and @) ars deoxy, all pyrimidines (C and U) axe
2'-O-mathyl

minc_feature
{13)..({13)
n at position 13 1s a phosphorothioate linker

211

aceggcaagu aanuugggga gugcgggcgg ggugu as

<3210>
<211>»
«<1132>
<213>»

<220>
<223>

<2320>
<331>
«<d22>
<223>

<120>
<221>
«233>
<223>

<400>

212

as

DEA
artificial

synthetic aptamer

modified bage

{1)..(35)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) ara
2'-0-mathyl

miec_feature
{14} .. {14}
n at position 14 ia a phosphorothiocate linker

112

T8/137
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w

acaggcaagu asunugggge Sugcaggcgg ggugu a5

<210>
<311>
<312>»
<213>»

<320>
<123>»

<120>
<321>
<332>»
<223>»

<320>
<321>
<332>
«323>

<400>

213
35

DA
artificial

synthatic aptamer

modified basea

{1)..(3s)

all purinss (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

misc_featurs
{15) .. (15)
n at popition 15 is a phosphorothicate linker

413

Ecaggcaagu asuungggga gugcgggegyg ggugu as

<310>»
<311>
<dl2>
<213>

<220>
<223>

<320>
<331>
<222>
<3223>

<320>
<3A1l>»
<222>
<323>

<400>

214

35

DNA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1)..(3s)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathy]

misc_feature
{19) .. (19}
n at position 1% ls a phosphorothioate linker

414

acaggcaagu maumuggggna gugegggcegy ggugu 1

<2310>
<211>»
<213>
<213>

<220>

215

35

DMA
artificial

9137
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<2333>

<320>
<221>
<222>
<223>»

«<320>
<221>
<322>
<223>»

<4 00>

19\

synthetic aptamar

modified base

{1) .. (35)

all purines (A and G) are decxy, all pyrimidinea (C and U) are
2'-0-mathyl

misc_featurs
(20) .. (20)
n at position 20 is a phosphorothioste linker

215

acaggcaegu aauuggggan gugegggedy ggugu . 35

<210>
<211>
<212>
<313>

<3320>
<3323>

<220>
<2321>
<222>
<223>

<2320>
<331>»
<222>
«<223>

<400>

216
as

DEA
arcificial

synthatic aptamer

nodified base

(1) ..(3s)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-mathyl

mlsc_featurs
(21)..(21)
n at position 21 is a phosphorothioate linker

216

acaggcoasgu aauuggggeg nugcegggedg ggugu as

<310>
<211>
<212>
<3213>

<220>
<223>

<220>
<3221>
<222>
<2323>

217

a5

DR
artificial

synthetic aptamar

modified base

(1) ..(35)

all purines (A and G) ara deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O~methyl

80/137
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<220>

<221> misc_featurs

<222> {22)..(22)

<223> n at position 22 is a phosphorothicate linker

<400> 217
acaggcaagu savugggghg Ungogugegy ggugu s

<210> 218

<321l1l> 3B

<2132> DEA

<213> artificial

<320>
«223> paynthstic aptamer

<A20>

<221> modified base

<222> (1)..(35)

<223> all purines (A and G) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are
a2'-0-methyl

<220>

<221> mnisc_feature

<222> (23)..(23)

<3223> n at position 23 is a phosphorothioate linker

<400> 218
acaggcaagu aauuggggag ugncgggogg ggugu as

<210> 2139

<211l 35

<212> DHEA

<213> artificial

<d20>
<223> pynthatic aptamer

<220>

<221> modified bame

<222> (1)..(3%)

<223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C apd U) axe
2'-0-methyl

«22D>

«<221> misc_feature

<222 (a7)..{(27)

<323> n at position 27 is a phosphorothicate linkex

<400> 219
acaggcaagi aAUuUggYgag LgCgggnogy gogugu s

51137



WO 2005/086835 PCT/US2005007666

<210>
<a1ll>
<2313>
<313>

<220>
<423>

<220>
<221>
<222>
<323>

<220>
<221>
«232>
<3343>

«<400>

19

220

s

DRA
artificial

synthatic aptamer

modified base

{1)..(as) .

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
a'-O-mathyl

mlsc_feature
{28).. (28)
n at position 28 is a phosphorothioate linker

ACaggCaAgu asuunggggag ugegggongy ggugu 35-

<310>
<211>
<213>
<213>

«<230>
<2323>

<220>
<231>
«223>
<223>

<220>
<321>
<2322>
<223>

<400>

221

as

DEA
artificial

synthetic aptamer

mnodified base

{1)..(35)

all purines (A and G) are deocxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-methyl

uisc_feature
(29)..(29)
n at position 29 is a phosphorothioate linker

221

ACaggcasgu aAUggYDAg ugegggegng ggugn 5

<210>
<2ll>
«2132>
«<213>»

<220>
<233»

423

a5

DA
artificial

synthetic aptamer
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<220>
<221>»
<222>
<223 >

<220>
<221>
<222>
<323>

<400>

WO 2003086835 PCY/US2003007666

wodified base

{1)..{35)

all purines (A snd @) are deocxy, all pyriwmidines (C and U) are
2'-O-mathyl

misc_feature
{33)..(33)
n at position 33 is a phosphorothicate liuker

acaggcakgu aaunggygag ugcgggcogyg gungu as

<210>
<3a11l>
<213>
<213»

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<4 00>

223

35

DHA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..(35)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U} axe
2'-0-mathyl ‘

misc_featurs
(34)..(3¢)
n at position 34 is a phoshorothioate linker

233

acaggcangu asuuggggeg ugcgygogyg gugou as

<210>
<21l>
<213>
<213>

<220>
«223>

<220>
<2121>
<2323>
<223>

<2205
<221>
<222>

224

35

OHA
artificinl

synthatic aptamer

modified bass

(1).. 134}

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-pothyl

wisc_feature
(35) .. (35)
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<223>

<400>

25

n at poslition 35 is an inverted orientation decxy thymidine
(3'-3' linked)

224

acagycaagu asuuggggag ugcggageggg gugun s

<210>
<211>
<213>
<213>»

<320>
<223>

<220>
<221»
<222>
<223>

<220>
<a2321>
<322>
<223>

<400>

DA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..(34)

all purines (A and G) are deaxy, except at position 1, wherein
adanosine is 2'-0-mathyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

mnisc_feature

{35) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
{(3t-31 linked)

Bcaggoasgu mauuggggag ugegogoggg gugun 35

<210>
<211l>
<212>»
<213>»

<220>
<223>

<220>
<221>
<323>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

236

35 R

A -
artificisl

synthatic. aptamar

modified base

{1) .. (34)

all purines {A and G) are decxy, except at position 3, wharein
adenosine is 2'-O-mathy); all pyrimidines (C and U) axe
1'-0-methyl

misc_featurae

{as).. (35)

n at position 35 is an inverted orlantation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

acaggceagu sauvuggggag ugcgggeggg gugun 35
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<3233>
<223>

<400>

227
a5

DA
artificisl

synthetlic aptamer

modified base

(1)..({34)

all purinss (A and G) are deoxy, except it position &, wherein
guanopine is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

wisc_feature

(35)..(35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'~3' linked)

127

acaggcaadu aauLggggag ugegggeggy gugun as

<210>
<21l>
<212>»
<213»

<220>
<223>»

<220>»
<331>»
<222>
<3223>»

<220>
<2321>
<2322>
<223 >

<400>

DNA
artificial

gynthetic aptamer

modified_base

(1) ..{34)

all purines (A sand G) are deoaxy, except at position 5, wherein
guanopine ip 2'-D-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

misc_feature

(3s).. (35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

acaggcaagu aauuggggag ngogageggy gugun as

<210>»
«<21l>
<21l1>

2a%
35
DA
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<213>

<230>
<223>

<220>
<221>
<222>
<2323>

<220>
<321>
<222>
<323>

<400>

257

axtificial

synthetic aptamar

modified base

(1) .. ({34}

all purines (A and G) are deoxy, except at position 7, wheyxein
adanosine is 2'-0O-methyl; all pyrimidines {C and U) are
2'-0O-mathyl

misc_feature

{35) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientation dsoxy thymidine
{3'-3' linked)

acaggcasgu asuuggygag ugogggcggy gugun as

<210>
<311i>
<313>
<313>

<320>
<d23>

<420>
<a21>
<3323d>
<223>

<320>
<221>
<322>
€323>

<400>

230

as

DHA
artificial

synthetic aptamer

wmodified base

{1)..1{34)

all purines (A and G} are deoxy., except at position 8, wherein
adenopine is 2'-0O-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-O-pethyl

nlesc_feature

{(35) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientatiom decxy thymidine
{3'-3' linked)

a30

acaggcaagu asuuggagag ugcgggeggg gugun 3s

<310>
211>
<212>»
<d13>

<220>
<323>

231

as

DMA
artificial

synthetic aptamer
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<220>
<221>»
<222>
<223>

<2320>
<221>
<232>
<123»

<400>

modified base

(1)..(34)

all purines (A and G} nre deoxy, except at positiom 9, wharsin
guancpine is 2'-O-methyl; all pyrimidinea (C and U} are

. 2'-0-methyl

misc_feature

{35)..(35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

231

acaggcaagn asuuggggag ugegggeggg gugun a5

<310>
<211>
<212>»
<213>»

<3220>
<223>»

<220>
<231>
<222>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>»

DNA
artificial

wynthetic aptamer

modified base

{1} .. (34)

all purines (A and O) are deoxy, except at positiom 11, wherein
adencgine is 31'-0O-msthyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

misc_feature

(35)..(35)

n at poslition 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
(3'=-3' linkad)

acaggcaagu aauuggggag uwgcgugeggg gugun as

<210»
<211l»
<212
<213>

<220
<223>

<220>
<221>
<3222
<123>»

233

35

DERA
artificial

synthetic aptamar

wodified base
{1)..(34)
all purines (A and G} are deoxy, except at position 12, wherein

#7137



«<3220>
221>
<222>»
<3223>

<400>

WO 2005086835 PCT/US20053007666

adenomnine is 2'-Q-mathyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-msthyl

misc_feature

(35).. (35)

n at position 35 1s an inverted orientation deaxy thymidine
{3'-3' linked)

acaggcaagu asuuggggag ugcgogoeqgy gugun as

<210>
<31l>»
<213>
<213>

<2320>»
<223>

<3220>
<22l>
<3d23>
<233>

<220>»
<221>
<a322>
<223>

<400>

234
3as

DHA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..(34)

all purines (A and G) are deoxy, axcept at position 15, wharxein
guanosine is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are

2! -0-mathyl

nisc_feature

{35)..(35)

n at positiom 35 is an inverted orientatiom decxy thymidines
{3'-3' linkad)

acaggcaagu aauuggygag ugcgyycggg gugun as

<210>
<21ll>
<213>
<31l3>

<220>
<223>

<220>
<321>
<222>
<223>

<220>
<2321»

235

a5

DMA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (34)

all purines (A and G} are deaxy, except at position 16, wherein
guanosina is 2'-0O-metbyl; all pyrimidinas (C and U) aAre
2'-0-mathyl

wiac_featurse -
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<222>
<223>

<4 00>

WO 2005086833

(3s5) .. (35)
n at position 15 ie an inverted oriemtation deaxy thymidins
(3'-3' linkad)

acaggcaagu aauuggggag ugcegpgcguy gugun a5

<210>»
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<220>
<321>
«<222>»
«<323>

<220>
<2321>»
<222>
<223>»

<400>

236

35

DNA
artificial

synthatic aptamer

modified base

{1)..(34) )

all purines (A and G) are decoxry, except at position 17, wherein
guanogine is 2'-0-methyl; all pyrimidines (C and U} are
2'-0-mathyl

misc_featuras

{35)..(35)

n at position 35 ims an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

236

acaggcasgu aauugyogag ugegggegay gugqun 35

<210>
<211>
<213>
<213>

<220>
<233>

<220>
<221>
<2323>
<223>»

<2320>
<221>»
<223>
<223>

«<400>

237

as

DA
artificial

synthetic aptamar

oodifiad base

{1)..(34)

all purines (A and G} are deoxy, axcept at position 18, wherein
guanosine is 2'-0-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl ’

mnisc_feature

(3s).. (35)

n at position 35 is an iuverted orientation deoxy thymidios
(3v-3' linked)

2137
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acaggcaaqu aauuggggsg ugegggeggyg gugun a5

210>
<211>
<213>
<213>

<220>
<323>

<220>
<3121>
<222>
<3323>

<220>
«<3221>
<2232>
<223>

<400>»

238

a5

DEA
artificial

syntheatic aptamar

wodified base

{1) .. (34)

all purinss (A and G) are deoxy, axcept at positiom 19, wharein
adenosipne 1s 2'-0-methyl; all pyrimidines (C mand U) are
2'-0-methyl

mise_feature

(3s5)..{35)

a at position 35 is an inverted oriemtation deaxy thymidine
{3'-3' linked)

agaggUaagu aauuggggag UgCggEOggg gugun . 35

<210>»
<311>
<213>
<213>»

<220>
<323>

<220>
<221>»
<d22>
<223

<220>
<221
<422>
<2235

<400>»

23%

k11

IAA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..(34)

all purines (A and @) are dsoxy, except at position 20, wherein
guanosine is 2'-0-methyl; all pyrimidines (C snd U) are
2'-Q-mathyl

misc_feature

(35).. (35)

n at position 35 is an inverted orientation dsoxy thymidine
(3¢-3' linked)

acaggcadgl AAULGHEGAT ugCggYegyy gugun a5

<210>
<211>

240
as
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«<112> DEA
<213> artificial

<220>
<223» synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

«222> (1) ..(34)

<223> all purines (A and G) are deoxy, except at position 22, wherein
quencsinae is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are
a'-0-mathyl

<220>

<321> wmisc_feature

<222>» (35)..(3s5)

<2323> n at position 35 is an inverted orientation dsoxy thymidine
{3'-3' linked)

<400> 240
AcCaggCasgu amvuggggay ugcggucogy gugun 35

<210> 241

<311> 35

<3d1l3> DA

<213> nartificial

<32320>
«3223> aynthetic aptamsr

<220>

<221> modified base

<3222> (1) ..(34)

«223> all purines (A and G) are deoxy, except at position 24, wherein
guanosine is 2'-O-mathyl; all pyrimidines (C and U) are
2'=-0-mathyl

<220>

<221> misc feature

«222> (35)..(35)

<223> n at position 35 ip an inverted orilentation decxy thymidine
{(3'-3' linked)

<400> 241
acaggcasgu aauugggyag ugcgygceggg gugun a5

<210> 242

<211> 35

<212> DNA

«313> artificial

<220>
<123> synthetic aptamsx
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<220>»
«<221> modified base
«222> (1) ..(34)
«223> all purines (A and G) are decxy, except at positiom 25, wherein

<220>
<221>
«222>
<3223>

<400>

guanogine ip 2'-O-mathyl; all pyrimidinss {C and U) are
2'-0-methyl

misc featura

(35).. ({35}

n at position 35 is an inverted orientation deaxy thymidina
(37-37 linked)

acaggcaagu aauuggggag vUgcgggcggg gugun 3s

<210>
<211>»
<212>»
<213>

<220%
<223>

<220>
<221>»
<223>
<323>»

<220>
<2321>
<222>»
<223>

<400>

243

k1

DA
artificial

synthetic aptamer

modified bhase

{1) .. (34)

all purinsas (A and G) are decxy, except at position 26, wherein
guanosinae is 2'-0-methyl; all pyrinidines (C and U) are
2'-0-methyl

miac_feature

(35)..(35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

acaggcaagu asuuggggag wgcegggeggg gugun as

<3210>
<211>
<213>»
<213>»

<220>
<323>»

<220>
<321>
<2322>

244

as

DNA
artificial

synthetic aptamear

modified base
(1)..(34)

92/137
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«223> all purines (A and G) are deoxy, axcept at position 28, wherxein
guanogine is 2!'-U-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

«223> n at position 35 im an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 244
acaggcaagu aauugggyag ugcggycggg gugun as

<210> 245

<211> 23S

<312> DHA

<213y artificial

<3220>»
«223> ayanthetic aptamer

<220>

<221> modified base

«222> (1)..(34)

<223> all purines (A and @) are deoxy, except at positiom 29, wherein
guanogine is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) ara
2'~-0O-methyl

<220>

<221> misc feature

«222> (35)..(35)

«<223> n at position 35 ir an inverted orientation deoxy thymidine
{(3'-3* 1linked)

<d00> 245
acaggcaagu aauuggggag ugcgggcoggy gugun as

<210> 246

«<211> 35

<213> DHA

<313> artificial

<220>
<223> sgynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

«<222> (1})..(34)

<223> all purines (A and ) are decxy, except at position 30 wherein
guanosine is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

<320>
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<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> n st positicm 35 is an inverted orientaticm deoxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 246
acaggcaagu aauvuggggag ugcgggcgay gugun as

<3210> 247 '
<21l> 235

<313a>» DNA

<3213> artificial

<2320>
<223> synthatic aptamer

<220>

<221> modified bhase

<3222> (1)..(34)

<223> all purinas (A and G) are deoxy, except at position 31 wherein
guanopine ip 2'-0-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

«<221> misc_feature

«322> (35)..(35)

«223> n at position 35 is an inverted orientation decsy thymidine
{3'~3' linked)

<400> 247
ACAggCaADU aauuggggag wgcgggcggg gugun 35

<210> 348

<211>» 23§

<212> DHA

<213> artificial

«220>
<223> pgynthetic aptamar

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(34) *

«223> &)1 purines (A and G) sre deoxy, except at position 33 wherein
guanosins is 2'-0-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-Q-mathyl

<220>

<221> mnisc_feature

<222> {(35)..(3s)

<223> n at position 35 is an inverted oriantation deaxy thymidine
{(3'-3' linked)

M/17
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<400> 248
acrggcaagu aauvuggggag ugcgggcgyy gugun 35
<210> 249
«<3211> 235
<3a12>»

INEA,
<213> artificial

<220>
«<223> synthatic aptamar

<220>

«221> wodified base

<222>» (1)..(34)

<223> all purines (A and Q) are deoxy, except at positiona 1 and 3,
whexein adenosine is 2'-O-methyl and positiom 33 wherein
guanoaine is 2'-0-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'=-0-methyl

<220>

<221> misc_feature

<223> [(35)..(35)

<223> n at position 35 is an inverted oriemtation deoxy thymidine
{3*-3' linked)

«<400> 249
acaggcaagu aauuggggag ugcggocggy gugun s

<210> 250

<2all> 35

«212> DA

<213> artificlal

<220>»
<223> synthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..(34)

<223> all purines (A and O) are deocxy, except at positions 7 and 8,
wherein adenosina is 2'-O-methyl and position 15 wherein
guanopine is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) axe
2'-0-nathyl

<220>

<3221> misc_feature

<322> {35)..(35)

«223> n at positiom 35 im an inverted orientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

<400> 250
acaggcangu asvugoggag ugcgggeogy gugun a5
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<210> 251

<211> 36

<112> ImA

<213> artificial

<220>
<223> gynthstic aptamer

<320>

<331> wodified base

<322> (1)..({35)

<223> all purines (A and @) are decxy, all pyrmimidinas (C and U} are
2'-0~wothyl

<320>

<221> misc feature

<122> {4)..(a)

«323> 1 at position 4 is a phosphorothioats linker

<220>

<221> misc_feature

<122> (36)..(36)

«323> n at position 36 is an inverted orlientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 251
aAcanggcaag uaAaUUgHYYR gqugCogogedg ggugun

<210> 2352

<21ll> 36

<212>

<213> artificial

<220>
«223> pynthatle aptamer

<220>

«2321> modified base

«222> (1)..(35)

«223> all purines (A and @) are deoxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

<221> misc_feature

<222> ({5)..(5)

«<223> n at position 5 is a phosphorothiocate linker

<3230>

<221> misc_feature

<222> (36)..(36)

<223> n at position 36 is an irverted orientation deoxy thymidins
{(3'-32' linked)
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acagngcaag uasuuggggd gugcgggycgg gougun k1]

<210>
<211>
<213d>
<213>

<2320>
<233>

<220>
<231>
<222>
<223>

<220>»
<221>
<222>
<223>»

<220>
<221>
<323>
<223>

<400>

a53

as

A
artificial

synthatic aptamar

modified base

(1) ..138)

all purines (A and G) are decxy, all pyrmidines (C and U) are
2' -O-mathyl

nisc_feature
(6) .. (6)
n at position 6 is a phosphorothicate linker

misc_faature

(36)..(386)

n at position 36 is an inverted orlentation deoxy thymidine
(3'=-3' linked)

acaggnoasg uasuUggYGE gugcgggcgg ggugun 36

<210>»
<211>
<212>»
<213>

<220>
<3323>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<321>
<222>
<223>»

<220>
<221>
<122>

a54
as

DER
axrtificial

synthetic aptamer

modified base

(1) ..(35)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-mathyl

misc_featurs
(16) .. (16)
n at position 16 is a phosphorothicate linker

misc_feature
{36) .. (36)
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<223> n at positicn 36 is an inverted orientaticn deoxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 254
acaggcaagu aguugnggda gqugcegdgcqgy gguogun 36

<210> 255

<all> 36

<212> DEA

«213>» artificial

<220>
«<223> synthetic aptamer

<220>

<231> modified base

«2322> (1).. (35}

<223> 2ll purines (A and G) are deoxy, sll pyrmidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

<221> wmisc_feature

<322> (17)..(17)

«223> n at position 17 is a phosphorothicate linkex

<320>

«i21> wisc featurs

<2232> (36)..{36)

<223> n at position 36 is an inverted orlentstion deaxy thymidinas
{3'-3' linked)

<400> 255 .
acaggcaagu asuvuggngga gugegggcgy ggugun 36

<410> 256

<3all> 36

<313> DHEA

<213> artificial

<d20>
<223> synthetic aptamar

<120>

«721> wmodified base

<222> (1)..(35)

«323> all purines (A and @) are deoxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-methyl

<220>

<231> misc_feature

<222> {1w)..(1@)

«223> n at position 18 la a phosphorothicate linker
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<220>
<321>»
<222>
<223 »

<400>

WO 2005085838 PCT/US2005/007656

misc_featuxe

(36) .. (36)

n at position 36 is an inverted orientation desoxy thymidines
{3r=-3' linked)

acaggcaagu asuugggnga gugegggcgy ggugun 36

<210>
<211>
<213>
<213>

<220>
<3323>

<320>
<221>
<222>»
<223>

<220>
<221>
<223>
<223>

<230>
<221>»
<2232>
<223>

<400>

a57

36

DA
artificial

synthetlc aptamer

modified base

(1) ..(35)

all purines (A and G) are deaxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-methyl

misc_feature
(24) .. (24)
n at poeition 24 is a phosphorothicats linker

migc_ featura

(36) .. (36)

n at positicn 36 is an inverted orisntation decoy thymidine
{3'-3' linked)

as7

acaggcaagu aauuggggag ugengggcegy gougun =1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<3223>»

<220>»
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>»

ase

a6

DNA
axtificial

synthaetic aptamer

modified base

{1)..(3s)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrmidines (C and W) axe
2'-0-mathyl

mige_feature
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<222>
<223>

<220>
<221>»
<222>
<223>

<400>

WO 2005086835 PCT/\S2003/007666

(as) .. (25)
n at position 25 ims a phosphorothicate linkex

mipc_feature

{36) .. (356) .

n at position 36 is an inverted orjantation deoxy thymidines
{(3'-3' linked)

acaggCAAGU MAUUTHOYRG UGCINgYCgy ggugun 36

<210>
211>
<312>
<213>

<220>
<223>

<220>
<321 >
<3222>
<223>

«220>
<221>
<222>
<3223>»

<220>
<221>»
<223>
<223>

<400>

DA
artificial

synthetic aptamer

modified basa

(1) .. (35)

all purines (A and G) ars deoxy, all pyrmidines (C and U) axe
27-O-mathyl

misc_featuxe
{26) .. (26)
n at position 26 1 s phosphorothloate linker

misc_feature

(36) .. (36)

n at position 36 is an inverted orisntation deoxy thymidine
(3°-3' linkad)

acaggcaagu sauuggggag ugceggugegyg ggugun s

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>»
<321>
<222>
<233>

260

a6

TIHA
artificial

synthatic aptamer

modified base

(1) .. (35)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-mathyl .

100137



<d20>
<331>
<3232>
<223>»

<220>»
<221>
«<2323>
<223>»

<400>

nisc_feature
{30).. (30)
n at position 30 is a phosphorothioate linker

minc_feature

(36).. (36)

n at position 36 is an inverted ozientation deocxy thywidine
(3'-3' linked)

acaggcaagu aauvggggag ugcgggegon ggugun s

<210>
«<211>»
«212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>»

<220>
<321>
<2232>
<223

<220>
<221>
<2342>
<2323>

<400>

261

k13

DNA
arcificial

synthetic sptamar

modified base

{1).. (35)

all purinas (A and G) are deoxy, all pyrmidinas {(C and U) are
2'-0-mathyl

misc_ feature
{31)..(31)
n at position 31 is a phosphorothiocate linker

mise feature

(36).. (36)

n at position 36 is an inverted oriemtation deaxy thymidine
(3'~3' linked)

281

acaggcaagu aauuggggag ugcegggeggg ngugun as

<210>»
<211>
<212>
<213>

<220>»
<223

<220>»
<231>

262

36

DA
artificial

synthstic aptamar

modified hase

11437



WO 2005086835 PCT/USI005007666

<222>
<223>

<2320>
<22)>
<222>»
<233>

<220>
<221>
<222>»
<223>

<400>

{1)..(35)
all purines (A and @) are deoxy, all pyxmidines {C and U) arxe
2'-0-mathyl

misc_featurs
(32) ..(32)
n at poaition 32 1is a phosphorxothicats linker

miac_feature

{36) . . (36)

n at position 36 is ar inverted orientation deoxy thymidinas
{37-3' linked)

acaggcasgu sauuLTGYAg ugcggycgyy gnugun 36

<210>
<dll>
<211>
<21l3>»

<220>
<323>

<220>
<221>
<223 >
<223>

<220>
<221>
<223>
<223>

<220>
<2321>
<323>
<223>

<220>
<231>
<223>
<223>

<2320>
<232)>
<222>
<333>»

<220>
<d21>
<222>

263

41

A
artificial

synthetic aptamar

modified base

(1} ..(a0)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrmidioes (C and U) are
2'-0-mathyl

misc_feature
(12)..(13)
n at position 12 is a phosphorothicate linker

misc_feature
(21) ..{a1)
n at position 21 is a phosphorothloate linker

misc_feature
(a3) .. (23)
n at position 23 1is a phosphorothicate linkex

misc_featura
{25) .. (25}
n at position 25 is a phosphorothicate linkex

misc_feature
(27)..(27)
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<223>

<220>
<231>
<222>
<323>»

<3230>
<321>»
<2432>»
<3223>

<400>

WO 2005086835 PCY/US2005/007666

n at position 27 is a phosphorothioats linker

mise feature
{(32)..(32)
n at positicm 32 is a phosphorothiocats linker

misc_featurs

(41) .. (41)

n at position 41 is an inverted orlantation decxy thymidine
(3'-3' linked)

a3

acaggcaagu anauugyggd Nguungnegg guoggggugu o 41

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>
<223>»

<220>
<321>
<323>
«<3223>»

<220>
<221>»
<c222>
<223>

<220>
<32)>
<233>
<223>

<220>
<d2l>
<223>
<223>

<400>»

264

a7

DNA
artificiml

synthetic aptawer

modified base

(1)..(36) !

all purines (A and G) are deoxy, all pyrmidines (C and U) are
2'-0-methyl

nisc featurs
(4)..(4)
n at poeition 4 is a PEG apacer

misc_feature
(33)..(33) .
n at position 33 is a PEO spacer

migc_featurs

{37)..(37)

n at popition 37 is an inverted orientation deocxy thymidine
(3'-3¢ linked)

264

acanggcaag uasuugggga gugegggegy gonugun 37

<210>
<2l1l>
<213>
<213>

DEA
artificial

1037137
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<220>
<223>»

<220>
<221>
<222>»
<323>

<220>
<121>
<222>
<223>

<230>
<3221>
«<232>»
<223>

<220>
<321>»
<222>
<233>

<400>

synthatic aptamer

modified basa

{1) .. (38)

all purines (A and @) are deoxy, except at positions 2 ana 38,
wvharein guanosine ia 2'-C-methyl; &ll pyraidines (¢ and U} are
2!'-0-meathyl

misc_feature
{5}..15)
n at position 5 is a PEG spacer

nisc_faature
(34) .. [34)
n at position 34 is a FEG spacer

migc_feature

139} .. (39)

n at position 39 is an inverted orieptation deoxy thymidins
{3'-3' linked)

cgcanggcaa gualuuggoy agugegggcy gyguugcegn 1}

<210>
<311>
<«213>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<23A2>
<223>

<2320>
<2321>
<3223>
<223>»

<400>

266

1]

DNA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..(aa)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (¢ and U) are
2'-0-mathyl

misc_feature

(29) ..129)

n at position 29 is an inverted orientation deoxy thymidina
(3'-3' linked)

ggcaaguasu LGYgYAgUYC gUYCOYTgn 29

<210>

267

1047137



<211>
<2132>
<213>

<220>
<2331>

<230>
<d21>
<223>
<223>

<220>
<221>
<222>
<233>

<400>

2

a9
A
artificial

synthetic sptamar

modified base

(1) .. (28)

all purines (A and Q) are deoxy, except at poaitions ¢ ad 5,
wharein adenosine is 2'-0-methyl, and position 12 wherein
guanosine is 2'-O-mathyl, all pyrimidinss (C and U) are
2'-0-mathyl

mlsc_featurs

{29) .. (29}

n at position 29 im an inverted oriemtation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

267

ggcaaguasau uggggaguge gggeggggn 29

<31D>
<d1ll>
<212>
<213>

<320>
<333>

<320>
<321>
<332>
<223>

<320>
<221>
<3222>
<223>

<220>
<221>»
<322>
<¢223>

<«220>
<331>
<222
<223>

<220>»

a68

as

DNA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1) ..(34)

all purinea (A and @) sre deoxy, all pyrimidines (C and 0O) are
2'-0-mathyl

misc_feature
{9)..(9)
n at position 5 is a phosphorothiocate linker

misc_feature
(18)..(18)
n at pomition 19 is a phosphorothioate linkar

nisc_featuras
{20) .. {20)
n at position 20 is a phosphorothioate linker
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<231>
<222>
<223>

<230>
<231>
<232>»
<223>

<220>
<231>
<322>
<223>

<230>
<221>
<2122>
<223>»

<400>

WO 2005086833

minsc_feature
{22) .. {22)
n at position 22 is a phosphorothioate linkex

migc_featurs
(24) .. (24)
n at position 24 1s a phosphorothjoate linker

misc_feature
{29).. (a9}
n at position 29 is a phosphorothicate linker

miec_feature

(35) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientation decxy thymidine
(3*-3' linked)

ggcaaguans vugogangn ungunegggne ggogn

<210>
<3211>
<212>
<213>

<220>
223>

<220>
<211>
<222>
<223>

<230>
«231>»
<222>»
<223>

<220>
<321>
<222>
<233>

<320>
<221>
<3322>
<223>

<220>

269

as

DER
artificial

syathetic aptamer

modified base

(1) .. {34)

all purines (A and G) ars desoxy, except at positions 4 and 5,
vharein adenosina is 2'-D-mathyl, and position 13, wharein
guanosine i 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are

2’ -0-mathyl

misa_feature
(9)..(9)
n at position 9 is a phosphorothioate linksr

miec_feature
{(1s).. (18)
n at position 18 is a phosphorothicate linksr

mnisc_feature
{20) .. {20)
n at position 20 is a phosphorothicvata linker

106/137

35



<221>»
<222>
<2323>

<220>
<221>
<222>»
<223>

«<220>»
<221>
<223>
<223>

<220>
<3221>
«222>
<2123>»

<400>

WO 2003086835 PCT/US2005/007666

misc_feature
{22) .. (22)
n at position 22 is & phosphorothicate linker

misc_feature
(24) .. (24)
n at position 24 is n phosphorothicate linker

misc_feature
(29)..(29)
n at positicm 29 is =m phosphoarothioate linkar

miec_feature

{35)..(35)

n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
(37-3' linked)

ggcasguana uuggggengn ungnegggne ggggn s

<210>
<21l>
<212>»
<213>

<230>
<223>»

<220>
<221>
<223>
<223>»

<220>
<221>
<3232>
<223>»

<400>

270

3as

DA
artificial

synthatic aptamer

modified bass

(1) ..(34)

all purinas (A and @) are decxy, except at position 1 wherein
adenosina is 2'-O-methyl, and position 33, wharsin guanosine is
2'-0-mathyl; all pyrimidines (C mpd D) axe 2'-0O-methyl

misc_feature

(35} .. {35)

n at position 35 is an inverted oriemtation deoxy thymidine
(31-3' linked)

270

moaggcasgu aavugggygag ugegggeggdy gugun 35

«<210>
<211>
«<213>»
<213>»

<220>
<223>

71
35

DMA
artificial

synthetic aptamer

wmnar



WO 2005086835 PCT/US2005/007666 4;)(0\

<2320>

«22)> wodified bass

<2A22> (1)..(34)

<323> all purines {A and @) are deoxy, except at positions B and 11
wherein adenosine is 1'-O-wethyl, and positiom 3, wherein
guanosine is 2'-O-methyl; all pyrimidinas (C and U} are
2'-0-methyl

<220>

<321> nisc feature

«222> (35)..(38)

<323> n at position 35 is an inverted orientation decxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 2371
acaggcaagu aauuggggeg ugogggoggy gugun a5 .

<310> 272

«<311> 35

«<212> DHA

«313> artificial

<320>
<223> synthetic aptamer

<3230>

<121> wodified base

<222> (1)..(34)

<323> all purines (A and G) are deoxy, except at position 19 wherain
adencsina is 2'-O-methyl, and poslticns 18, 20, and 22, wherein
guanopins is 2'-O-methyl; all pyrimidines (C and U) are
2'-0O-mathyl

<220> -

«221> misc_feature

<222> (38)..{35)

«223> n at position 35 1s an inverted oxrientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

<400> 272
Acaggcangu asuuggggag ugcggycogy gugun as

<210> 273

<21l> 35

<3212> DNA

<213» artificial

«32320>
<223> pynthetic aptamer

<220>
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‘WO 2005086835 PCT/US2005/007666 0
<221> modified base
<2223> (1)..(34)
«223> all purines (A and @) are deoxy, except at positioms 26, 28, and

<220>
<221>
<232>
<2323>

<400>

29, vharein guanceine is 2'-O-pethyl; all pyrimidines (C and U)
are 2'-0-mathyl

misc_feature

(35) .. (35)

n at position 35 is an iuverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

a73

acaggcasgu aauugpggag ugegggeggy gugun 35

<210>
<21l1l>
<213>
<313>

<320>
<223>

<220>
<321>
<222>
<3223>

<220>
<221>
«232>
«<223>

<320>
<23l>
<222>
<223>

<4D00>

274

35

DHEA
artificial

synthetic aptamer

wodified base
{1}..(34)
all pyrimidines (C and U) are 2'-0-mathyl

wodified base

{1} .. (34)

all purines (A and G) are deoxy, except at positioms 1, B8, 11,
and 19, wherein adenosine is 2'-O-methyl, and positioms 9, 18,
20, 232, 26, 28, 29, and 33, wherein guanosine is 2’ -0-mathyl

misc_feature

(35) .. (35)

n at position 35 18 an invertaed orxientation deoxy thymidina
{37'-3' linked}

274

acaggcasgu asuuggggag ugogggegdg gugun 35

<210>
<211>»
<213>»
<313>

<2320>
<223>

<220>

275

as

A
artificial

synthetic sptamer

1097137



WO 2005086835 PCT/US2005/007666 /Lfb’t

<221> wmodified base

<222> (1)..(34)

«223> all purines (A and G) are deoxy, except at positions 16, 17, a4,
25, 30, and 31, wherein guanomins is 2'-O-methyl; all
pyrimidinas are 2'-O-mathyl

<240>

<221> miac_featura

«222> (35).. (35}

«223> n at position 35 1s an inverted oriemtation deoxy thymidine
{(3'-3" linked)

<400> 275
acaggcaagu ARUUggqggag ugogggcggy gugun as

<3210> 276

<211> 35

<213> DEA

<213> artificial

<220>
<223> saynthetic aptamer

<2320>

<221> modified baws

<222> (1) ..(34)

«<223> all purinep (A and G) are 2’'-O-mathyl, except at positions 3, 7,
and 12, vherein adenogins is deoxy; and positions 4, 5, and 15,
wvherain guanosina is deoxy

<220>

«<221> nodified base

<322> (1)..{34)

«223> all pyrimidines are 21-O-methyl

<3220>

<221> wmiec_feature

222> (35)..(35)

«223> ©n at position 35 is an inverted orientation deaxy thymidine
{37-3' linked)

<400> 276
acaggcaiagu asuuggggag ugcggooggy gugun 35 -

<210> 277

<211> 35

<212> DHA

«<213> artificial

<220>
<223> psynthetic aptamexr

<220>
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<121>
<223>
<233>»

<220>
<221>
<232>
<213>»

<220>
<231>
<222>
<223>

<400>

WO 2005086538 PCT/US2008007666

modified base

{1)..{34)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2!'-0-mathyl

mipc_feature
{4)..(4)
n at position 4 ip deoxy inomine

misc_feature

(38) .. (35)

n at position-35 is an inverted orisatation deoxy thymidine
{31-3' linked)

a1

acangcaagu anuuggggag ugcgggoeggy gugun a5

<210>
<211l>
<213>
<213>»

<220>
<233>

<220>
<2dl1l>
<222>
<32323>

<220>
<221>
<222>
<223>

<320>
<221>
<222>
<223>

<400>

278

3s

LA
artificial

synthetic aptamer

modified base

{1)..{(34)

all puripes (A and Q) ars deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-D-mathyl .

misc_feature
(5)..{5)
n at position 5 is decxy inomine

misc_feature

(35)..(35)

n at position 35 i1s an inverted orientation decxy thymidine
(3'-3' linked)

a7s

acagncaagu aswuggggag ngegggeggg gugun s

«210>»
<211>»
<212
<213>

<330>
<323>

a79

s

DHA
artificial

synthatic aptamer
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<220>
221>
<a32>»
<223>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<3221>»
<2323>
<223>

<4 00>

WO 2005086835 PCT/US2005/007666

modified bane

(1) ..(34)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) mars
2'-0~methyl

misc_feature
(s)..1(5)
p at positions 4 and 5 are deoxy inomine

nisc_featurs

(38) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientation decxy thymidins
(3'-3' linked}

279

acaunncasgu sauuggggag ugcgggcggy gugun 35

<210>
<311>
<213>
<213>

<320>
<223>»

<220>
<221>
<223>
<223>

<220>
<231>
<2232>
<3223>

<220>
<221>»
<223>
<2323>

<400>»

DA
artificial

synthetic aptamer

modified bage

(1)..(34)

all purines (A and G) ars deoxy, all pyrimidines (C and U) arme
2'-0-mathyl

misc_feature
(9)..(9)
n at positicn % ip dscoy inosinas

misc_featurs

{35)..(38)

n at position 35 is an laverted oriantation deoxy thymidine
(3r-3* linked)

acaggcaanu Aauuggggeyg ugcgggeggy gugun 35

<310>»
<311l>
<213>
<213>»

201

3s

DA

artificial *
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WO 2005086805 PCT/US2008007666

<330>
<223> gynthetic aptamer

<220>

<221> wmodified base

<223> (1)..(34)

<323> all purines (A and G) are decxy, all pyrimidines (C mand U) are
2'-0-mathyl

<320>

<321> wmisc_featurs

<222> (15)..(15)

«223> n at position 15 18 deoxy inosine

<220>

<i321l> misc_faarure

<222> (35)..(35)

<2323> n at position 35 is an inverted corientation dsoxy thymidina
(3'-3¢ )linked)

<400> 281
acaggoangu asuungggeg ugegggeggy gugun as

<210> 282

<311> 35

<212> DHA

«213> artificial

«220>
«223> pynthetic aptamer

<220>

<221> modified base

<222> (1)..{34)

«223> all purines (A end G) are deoxy, all pyrimidinea {(C and U} are
2'-0-mathyl

<2320>

<221> wiec_feature

«<222> (16)..(16)

<223> n at position 16 is deoxy inosine

<3220>

<321> migc_featura

«3222> (35)..(a5)

«223> n at position 35 is an inverted oriemntation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

<400> 282
acaggcaagu aauugnggag ugegggeggg gugun as

<210> 283
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<311>
<312>
<a13>

<320>»
<32323>

<3320>
<321>
<332>
<3123>

as
DNA
artificial

synthetic sptamer

modified_base
{1)..(34)
all purines (A and G) axe deoxy, all pyrimidines {(C =nd U} are

* 2'-0-methyl

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<331>
<3232>»
<323>

<400>

misg feature
(17}..(1 M
n at position 17 1s deoxy isosine

misc_feature

{35) .. (35)

n at pogition 35 is an inverted orlentatiorn decxy thymidine
{3'-3' linkad)

Acaggcaaga savuggugag ugcqggedgg gugun a5

210>
<211>
<213>»
<213

<220>
<223>

<220
<321»
<d322>
<323>

<220>
<221>
<222>
<323>

<220>
<221>
<2122»
<2323>

<4D0>

ase

a5

DMA
artificial

synthatic aptamar

modified base

{1}..(34)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
a2'-0-mathyl

nisc_feature
(18) .. {18)
n at position 18 is deaxy inosins

misc_feature

{35) .. (35)

n at position 35 is an inverted orientaticn deoxy thymidine
{3'-3’ linked)

acaggcaagu asuugggnag ugcggEcyeg qugun as
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1P

<210> 285

<211l> 35

<212> DNA

<213> axrtificial

<220>
<323> pynthetic aptamer

<220>

<221> modified basa

<222> (1)..(34)

«223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

320>

<221> miso_feature

<222> (15)..(16)

«223> n at positions 15 and 16 are deaxy inosine

<320>

<221> wisc_feature

<222> (35)..[35)

<223> n at position 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linksd)

<400> 2BE
Acaggcaagu asuunnggag ugegggoggg gugun as

<210> 286

«<311l> 35

<212> DNEA

<313> arxtificial

<220>
«223> pgyunthetic aptamer

<220>

«221> modified baasa .

<2322> (1)..(34)

<223> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

<321> miac_feature

<222> (16} ..(17)

<3223> n at positions 1€ and 17 are deocxy inosina

<3220>

<i21> misc feature

«222> (35)..(35)

<223> n at positiom 35 is an inverted orientation deocxy thymidine
. {3'-3' linked) -
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<400>

acaggcaagu asuugnngeg ugcgugegyy gugun s

210>
<211>
<213>»
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>»

<220>
<221>»
<2232>
<223>

<220>
<221>
<233>
<223>

<400>

a87

as

DA
artificinsl

aynthatic aptamer

modified base

(1) .. {34)

all purines (A and Q) ars deoxy, all pyrimidinss (C and U) aras
2'-O-mathyl

misc_feature
(17)..{18)
n at positions 17 and 18 ara deoxy inowsine

misc_feature

{35)..{35)

n at position 35 is an iluverted orientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

as87

acaggcasgu aauuggunag ugcgggceggg gugun EL

<210>
<211>
<213
<213>

<320>
«<223>

<220>
<221>
<222>
<233>

<220>»
<221>»
<322>
<223>

<220>»
<321>

288

as

THA
artificial

syntheatic aptamer

modified base

(1) .. (34)

all purines (A apd G) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

misc_feature
(15) .. (18)
n at positions 15, 16, 17, and 18 are decxy inosine

miesc_feature
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A

<322> (35)..(3%)
«223> n at position 35 im an inverted criemntation dsoxy thymidine
(33" linked}

<400> 288
acaggcasgu asuunnnnag ugegggeggg gugun s

<210> 28%

<3211> 235

<212> THA

<213> artificial

<220>
<3223> pynthetic aptamer

<32320>

«<2321> modified base

<222> (1)..(34)

<323> all purines (A and G} are daoxy, all pyrimidinea (C and U) are
2'-0-methyl

<220>

<221> miec_feature

<222> (20)..{20)

«223> n at position 20 is deoxy inomine

<220>

«<221> misc_feature

«222> (35)..(358)

<233> n at position 35 is an inverted orientation deaxy thymidins
{(31-3' linked)

<400> 289
acaggcaagu aauugggyan ugcgggeggg gugun as

<310> 290

<31l> 135

<2132> DHA

<213> artificial

<220>
<223> synthatic aptamer

<2320>

<221> modified base

<222> (1)..({34)

<323> all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

«220>

«<221> misc_feature

<32322> (22)..(232)

<223> n at popition 22 is deoxy inosine
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«220>
<221>
<222>
<223>

<400>

WO 2005086835 PCT/US2003007666 12555\\

misc_feature

(35).. (35)

n at position 35 ia an inverted oriemtation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

Acaggoaagu asuugygyay uncgggoggg gugun 35

<310>
<311>
«212>
<3213>

<320>
<223>

<320>
<331>
<122>
<3323>

<3220>
<221>
<322>
<3223>

<320>
<2A21>
<223>

291

3as

DA
artificial

synthetic aptamex

nodified base

(1) .. (34)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

nisc featurs
(24) .. (24)
n at position 24 is deoxy inosine

misc_featurs
(35)..1{35)

«223> n at position 35 is an inverted oriemtation deoxy thymidine
{3t-3* linked)

<400>» 291

acaggcaagu aauunggggag ugcnggcgyg gugun as

<210> 1292

<211> 35

<312> DEA

«3213> artificial

<220> -

«3223> pynthetic aptamer

<3220>
<221>
<222>
<233>»

<220>

modified basse

(1) ..{34)

all purines (A and G) are decxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl
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<231>
<222>
<223>

<220>
<221>
<223>
<223>

<400>

WO 2003086835 PCT/USI003007666 /qu

miec_feature
(25)..(35)
n at position 25 is deoxy inowsins

misc_feature

(38) .. (35)

n at position 35 15 an inverted orientation decxy thymidine
{(3'-3' linked)

acaggcaagu sauugggyag ugcgngcwgy gugun 35

<210>
<211
<213>
<2313>

<320>
<2323>

<320>
<3321>
<3323>»
<323>

<320>
<311>
<222>
<32323>

<220>
<331>
<322>
<323>

<400>

DER
artificial

synthetic aptamer

modifiad base

(1)..(34)

all purines (A and G) are dsoxy, all pyrimidines (C and D) are
2'-0-methyl h

mi-c_;ontu:u-
(26) .. (26)
n at position 26 is deoxy inosine

misc_feature

{35) .. {35)

n at positiocn 35 ip an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

293

acaggcaagu aauuggggag ugcggncggg gugun as

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<220>
<221>
<233>
<223>

294

as

DHEA
artificial

synthetic aptawer

modified base
{1})..(3e)
all purinea (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) axe
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2' -0-methyl

<3220>

<321> misc_feature

<222> (24)..({25) p
<223> n at popitions 24 and 25 are deoxy inosine

<220>»

<3221> mipc featurs

<222> (35)..(35)

«233> n at position 35 1s an inverted oriemtation deaxy thymidine
(3t-31 linked)

<400> 294 =
acaggcasgu Bauugggyag ugonngeggg gugun 35

<210>» 295

<21l> 35

<321%> DNA

<213> artificial

<220>
<223> pmynthetic aptamesr

<220>

«2321> modified base

<223> (1)..{34)

«223> all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) ara
2 -0-mathyl

<220>

<211> misc_feature

<222> (25)..(26)

<223> n at positions 325 and 36 are decxy inosine

<130>

<221> wlsc feature

<222> (35)..(35)

<223> n at position 35 1s an inverted orientation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

<400> 255
aceggcasgu sauuggggeg ugegnneggg gugun 35

<210> 296

<211>» 35

<312> DHA

<213> artificial

<220>
<223> wmynthetic sptamer

<220> ‘ -
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<221>
<233>
<223>

«<240>
<221>»
«<2132>
<233>

«<230>
<231>
<132>
<133>»

<400>

modified base

(1) .. (34) :
all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-o-methyl

misc feature
(24) .. L26)
n at positicns 24, 25, and 26 are deoxy inosine

misc_feature

{as)..(35)

n at position 35 is an inverted orlentation deoxy thymidine
{3'-3' linked)

acsggoRagu asuuggggag ugconncggg gugun £

+ <310>»
<211>
<212>
<213>»

<220>
<233>

<420>
221>
<222>
<233>»

<220>»
<221>
<222>
<223>»

<220>
<231>
<222>
<223>

<4 00>

a7

as

ONA
axtificial

aynthetic aptamer

modified base

(1)..(34)

all purines (A and G) are deoxy, all pyrimidines (C and U) arxe
2’ -0-mathyl

misc_featura
(28) .. {28)
r at position 38 is deoxy inopine

misc_feature

{3s)..(35)

n at position 35 is an inverted orlentation deaxy thymidine
{3'-3’ linked)

297

acaggcaagu asuuggggag ugegggcngg gugun as

<210»
<211>
<213>»
<213>»

<220>»
323>

298

as

DNA
artificiel

synthetic aptamer
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<220>
<221>
<221>
<223>

<220>
<231>
<223>
«d33>

<230»
<321>
<221>
<223>»

<400>

WO 2005086835 PCT/US2005/007666 JL‘G\Q)

modifisd_base

(1) ..(34)

all purines (A and G) ars deoxy, all pyrimidines (C and O) ara
2'-0O-mathyl

misc_feature
(29) .. (29) -
n at positiom 29 1 deoxy inomine

minc_feature

(35) .. (35)

n at poaition 35 is an invertsd orientation decxy thymidine
(3'-3' linked)

acaggceafgu ssuuggggag ugcgggcegng gugun as

<210>
<3ll>
<213>
<313>

<230>
<223>

<220>
<ail>
<223>
<223 >

<220>
<221>
«<232>
<233>

<230>
<2321»
<2323>»
<223>

<400>

a99

as

DHA
artificlal

synthetic aptamer

modified bass

(1)..(34)

all purines (A and @) are deoxy, all pyrimidines {(C and D) are
2'-O-mathyl

misc_fesature
(30)..(30)
n at position 30 is deoxy inosine

viac_feature

{(358)..(35)

n at popition 35 is an inverted orientation deoxy thymidine
(3'-3' linked)

acaggcasgu aauuggggag ugegggoggn gugun as

<21.0>
<211>
<213>»
<213>

300
3as

DEA
artificial -
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<230>
223> synthetic aptamax

<220>

221> wodified base

<223> (1)..(34}

<223> all purines (A and G) ars deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

<220>

<221> wmisc_featurs

<222> (31)..(31)

<223> 1 at positiom 31 is deoxy inosina

<220>

<2311> mipc_featura

<222> (35)..(35)

«223> n at position 35 is an inverted orientatiocnm deoxy thymidins
{(3'-3' linked)

<400> 300 .
BCAgYCAAgU ARRUUGFIGRg UGCOFICOaY DuguUn as

<210> 301

<211> 35

«<313> DEA

<213> artificial

<320>
<3323> pynthetic aptamer

<220>

221> modified bage

<2232> (1)..(34)

<223> all purinap (A mnd O) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
21 -0-methyl

<220>

<221> misc_featura

<232> (28)..(29)

<223> n at positioms 28 and 29 are deoxy inosine

<220>

<231l> misc_feature

«222> (35)..(35)

<223> n at positiom 35 is an inverted orlentation deoxy thymidine
(3'-3' linkad)

<400> 301
acaggcaagu asuuggggag ugcegggonng gugun 35

<3210> 302
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<211>
<212>
<313>»

<230>
<d33>

<320>
<321>
<332>
<3133>

<320>
<3231>
<322>
<223>

<3220>»
<331>
<222>
<223>

<400>

WO 2005086805

k 1]
OHEA
artificial

synthetic aptamer

modifiad base

(1)..(34)

all purines (A und @) =re decxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-mathyl

miec feaature
(29) .. (30)
n at posltions 29 and 30 are deaxy lnosine

misg_feature

(3%)..{35) .

n at positiom 35 is an invertsd oriemtation deoxy thymidine
(31'-3' linked)

ACaggcaagu asuuggggag ugegggogon gugun as

<210>
211>
«<313>
<313>

<220>
<233>

<220>
<231>
<3122>
<223>

<220>
<221>
<222>
<323>

<2120>
<221>
<322>
<223>

<400>

303

a5

DNA
artificlal

synthatic aptamer

modlfind base

(1) .. (34)

all purines (A and @) are deoxy, all pyximidines (C and U) are
2'-0-mathyl

misc feature
(30)..({31)
n at positions 30 and 31 are dasoxy inosine

misc_featurs

{35} .. (35)

n at position 35 1 an inverted oriemtation deaxy thymidine
{3'-3" linked)

303

acaggcaagu mEUUgIgORg UgCgIgoggn nugun as

124137



<210>
<d11l>
<212>
<213>

<220>
<233>»

<220>»
<a3l>
<233>
<223>

<220>
<221>
<232>
<223>

<220>
<221>
<222>
«2231>

<4 00>

WO 2005086833 PCT/US2008/007666

304

as

DER
artificisl

synthetic aptamer

modified base

(1) ..(34)

all purines (A and Q) are deoxy, all pyrimidines (C and U) are
2'-0-methyl

mlsc_featurs

{28).. (31)

n at positions 38, 29, 310 and 31 are deoxy inosine
mlec_feature

{35).. (35) -

n at position 35 is an inverted oriemtation deoxy thymidine

{3'-3" linked)

304

acaggoasgu aauuggggag UgCYggConn Dugun : as

<310>
<211>»
<212>»
<213>

<220>
<223>

<220>
<2311>
<222>
<223>

<220>
<33l>
<2322>»
<3223>

<3220>»
<321>
<233>
<3223>

.

305
35
DMA .
artificial

synthetic aptamer

modifiad bage

(1) ..{34)

al} puxrines (A and G) are deaxy, all pyrimidines (C and U) are
2’ -0-methyl

ninc_fasature
(33)..(33)
n at position 33 is decxy inosine

misc_feature

(38).. {35)

n at position 35 is an inverted orientation decxy thymidine
(3'-3' linked) -
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<400>»

WO 2005/086835 PCT/US2005/007666

acaggcRagqu a’uuguoYAg ugogggoygg gumun as

<210>»
<211l>
<213>
<213>

<220>
<2323>»

<220>
<231>
<222>
<233>

<220>
<3221>
<3222>
<223>»

<220>
<2321>
<222>
<223>

400>

306

k13

DNA
artificisl

synthetic aptamer

modified bage

(1)..[(35)

all purines (A and G) are decxy, except at positioms 17, 18, 25,
26, 31 and 32, wherein guanosina ip 2'-O-methyl; all pyrimidines
are 2'-O-mathyl

nlsg_feature
{(3)..0(3)
n at position 3 is a phospborothlcate linker

mlec_feature

(36) .. (36)

n at popiticn 36 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'~3' linked)

acnaggcasg usauwugyggd gugcegggcgg ggugun s

<210>
<211>
<213>
<213»

<220>
<223>

<220>»
<221>
<222»
<223>»

<220>
<221>»
<223>
<323>

307

37

DNA
artificial

synthatic aptamer

wodified bape

(1)..(36)

all purines (A and G) are decxy, sxcept at positioms 18, 19, 36,
27, 32, and 33, wharsin guanosins is 2'-0-methyl; all
Pyrimidines are 2'-0-msthyl

mlag_feature
{4)..(4)
n at position 4 im = phosphorothigate linker
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<220>
<221>
«<233d>
<a23>

<220>
<2A21>
<2323>
<323>

<400>

WO 2003006835 PCT/US2005/007666

misc_feature
{6) .. (6)
n at position & is m phosphorothicate linker

nisc_famture

(37)..(37)

n at position 37 is an inverted orieantation deoxy thymidine
{3'-3' linked) . .

307

acanghgCah guAauugggg BgUgCgOgcg gogugun 7

<210>
<211>
<312>
<313>»

<3220>
<323>

<220>
<231>
<332>
<223>

<320>
<221>
<222>
<223>

<220>»
<3211>
<222>
<223>

<320>
<321>
<322>
<2323>

<3220>
<221>
<2312>
<223>

<220>
<d21>
<222>
<223>

<220>

308
41

artificial

synthetic aptamer

modified base

{1) .. (40)

all purines (A and @) are decxy, axcept at positions 22, 23, 20,
31, 36 and 37, wherein guanosine is 2'-O-methyl; all pyrimidines
are 2'-0-methyl

misc_feature
M..n
n at poaition 7 is a phosphorothicate linksr

wlsc_feature
{(9)..(9)
n at position 9 is a phosphorothicate linker

migo_fsature
{11)..{11)
n at position 11 is a phosphorothioats linker

misc_featurs
(14) .. (14)
n at position 14 ia a phospharothicate linker

nisc_featura
{16) .. (15)
n at position 16 is a phosphorothioate linker
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<221>
<233>
<3223>

«220>
<221>
<222>
<a23>

<400>

WO 2005/086835 PCT/USI0S5/007666

4999

misg_feature
{20)..{20)
n at positicn 20 is a phosphorothioate linkar

mnisc_feature

{41) .. (41)

n at position 41 1s an inverted orientation decxy thymidins
{37-3' linked)

SCAgYCINANA ngunanauun ggggagugoy ggcggggugn n 41

<210>
<211>
<212>
<213>»

<3230>
<2213>»

<220>
<131>
<232>
<223>»

<220>
<231>
<222>
<223>

<220>
<431>
<3232>
<233>

«220>
<3221>»
«2322>
<A33>

<230>
<3231>
<2232>
<233>

<320>
<221>»
<222>
<233 >

<400>

309
as

DR
artificial

eynthetic aptamer

modlfied base *

(1) ..(3n)

all purines (A and @) are deoxy, except at positions 16, 17, 28,
29, 34 and 35, wherein gusnosins im 2'-O-mathyl; all pyrimidines
are 21'-O-mathyl

misc_faature
(18) .. (18)
n at positicn 18 is a phosphorothiocate linker

minc_feature
{a0) .. (20)
n at position 20 is a phosphorothloate linker

misc_featurs
{22) .. (22)
n at position 22 is a phosphnrothioate linker

nisc_feature
(25) .. (28)
n at position 35 is a phosphorothicats liunkex

misc_feature

(39) .. (39)

n at position 39 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'-3* linked)

309
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WO 2005086835

acaggcaagu aauugggugn aAngungceggy cggggugun 3s

<210>»
<211
<d12>
<213>

<230>
<223>

<220>
<221>»
<222>»
<223>

<330>
<231>
<223>
<223>

<2320>
«331>
<3322>
<123>

<220>
<221>
<322>
<323>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400»

310

38

DEA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1)..1{37)

al) purines (A mnd @) ars deoxy, except at positions 16, 17, 24,
25, 33, and 34, wvharein guanosins is 2'-O-methyl; all
pyrimidines are 3'-0O-mathyl

nisg_feature
(26) .. {25)
n at position 26 is a phosphorothicate linker

misc_feature
(29)..(29)
n at position 29 is a phosphorothicate linker

misc_feature
(31) .. (31)
n at position 31 is a phosphorothicats linker

nlac_faature

(3a) .. (38}

n at position 38 is an inverted orientation deocxy thymidina
{3'-3' linked)

310

acaggeaagu aauuggggag ugcagngeny ngggugun 3a

<210>
<211>
<313>
<313>

<220>
<323>

<3220>
<2321>
<222>
<223>

311

36

heir
artificlal

synthetic aptamsr

modified base
{1) .. (35)
all purines (A and G) are deoxy, except at positiomns 16, 17, 24,

129/137



<220>
<221>
<221>
<323>»

<220>
<221>
<2212>
<223>

<400>»

WO 2005086835 PCT/US2003007666

25, 30 apd 31, wherein guancsine ie 2'-0-methyl; all pyrimidines
are 2'-0-mathyl

mipc_feature
{33)..(33)
n at position 33 is a phosphorothiocate linker

misc_feature

(36) .. (36)

n at position 36 is an inverted orientation deoxy thymidine
{3'=3' linked)

31

acaggcaagu asuuggggag ugcegiyeggy gungun 36

<210>
<211l>
<2132»
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<3220>»
<221>
<223>
<2323>

<220>
<221>
<223>
<2323>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>»
<221>
<222>
<223>

<220>
<421>
<2223>

312

52

DNA
artificial

synthetic aptamexr

wodified base

(1) ..{s1)

all purinss (A and OG) ars decxy, except at positions 25, 26, 17,
38, 46 and 47, whberein guanosine ip 2'-0-mathyl; all pyrimidinss
are 21'-0-methyl

winsc_feature
{3)..{(3)
n at position 3 is a phosphorothioate linker

misc_feature
{5}..(5)
n at position 5 is a phosphorothicate linker

misc_feature
7n..17)
n at position 7 is a phosphorothicate linkex

misc_featura
(20)..(10)
n at position 10 is a phosphorothioata linker

misc_feature
{12).. (12}

130137
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<223>

<220>
<221>
<2322>
223>

<220>
<33l>
<222>
<323>

<220>
<321>
<222>
<223>

<220>
<d21>
<322>
<213>

<120>
<321>
<222>
<223>

«<220>
<221>
<322>
<223>

<3220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<321>»
<3322>
<3223>»

<220>»
<221>
<3222>
<223»

<220>
<221>»
«222>
<223>

<220>
<221>
«222>
«<223>

n at position

misc_featurs
(24) .. {14)
n ak position

misc featurs
(17)..(17)
n at position

misc_feature
(19)..(19)
n at position

misc_fesature
(23)..(23)
n at position

minc_feature
(27)..1(a7)
n at position

nisc_feature
{(29})..(a9)
n at position

minc_feature
{(31)..(31)
n at position

misc_feature
(34)..(34)
n at position

misc_feature
{39)..(39)
n at position

misc_feature
(43) .. (42)
n at positiomn

miec_feature
{44) .. (a4)
n at positiomn

1a

14

17

1%

a3

27

31

34

39

42

4“4

is

ise

ias

im

is

ie

inm

im

i=s

is

in

in

a phosphorothioate

a phosphorothiocate

a phosphorothiocate

a phosphorothiocats

a phosphorothioate

a phosphorothicate

a phosphorothicate

a phosphorothicate

& phosphorothiocate

a phosphorothicata

a phosphorothicata

a phosphorothiocate
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linker

linkex

linker

ligker

linkar

linker

linker

linker

linker

linker

linkex

linker
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<3a20>
<32l1>
<2232>
<233>

<a30>
<231>
<322>
<2323>

<400>
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i

misc_feature
{49) .. (49)
o at poeition 49 is a phosphorothiocate linker

minc_feature

{52) .. (53)

n at pos:l.tion 52 is an inverted orientation deoxy t.hymid.‘l.na
(3'-3' linked)

312

ACOANgNOCn SNSNGUNANA UUNGOYNONA ngungcggng cngugggung un 52

<210>
<21l>
<213>
<213>

<220>
223>

<220>»
<231>
<2322>
<223>

<230>
<231>
«<233>
<2313>

<230>
<221>
<2313>
«<2231>

<220>
«<231>
<222>
<233>

<220>
<321>
<2122>
<233>»

<220>
«<221>
222>
<233>»

313
39

DHA
artificial

synthetic aptamer

modified base

(1) .. (ae)

all purines (A and G) are 2'-O-methyl, except &t positiona 4, 9,
and 15, wharein adenosine is deoxy, and positioms 5, 6, and 19,
wherein guanosine 1p deoxy; all pyrimdines are 2'-O-msthyl

nisc_feature
(3)..{3)
n at poaition 3 is a phosphorothicate linker

mino_feature
{8)..({8)
n at position 8 is a phosphorothicate linker

misc_feature
{14)..{24)
n at position 14 is a phosphorothiocate linker

nise_feature
{18)..(18)
n at poaition 18 1s a phosphorovthicate linker

miag_feature

(39) .. (39)

a at position 39 is sn invarted arientatiocm deoxy thymidins
(3'-3' linked)

131137
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<400> 313 .
acnaggcnaa guanauvungg ggagugcggg cggggugun EL

<210> 314

<3211l> 43

«212> IEA

<213> artificial

<220>
<213> pynthetic aptamer

<220>
<221> modified bawse
<223> (1)..(43) {

<223> all purines (A and G) are 2'-O-methyl, except at positicns 4, 9,
and 15, snd 25 wherein adenomine is deoxy, and positions §, 6,
and 19, 23, 27, and 30 wharein guanosins is dsoxy; all
pyrimdines are 2°'-0-mathyl

<320>

<221> misc_fsature

<222> (3)..(3)

«223> =n at position 3 is a phosphorothinate linker

<3220>

«221> wisq_feature

«222> (8)..(8)

<223> n at position 8 is a phosphorothicata linker

<120>

<221> minsc_feature

<222> {24)..(14)

<223> 71 at position 14 is a phosphorothioats linksr

<220>

<221> misc_feature

«222> (18)..(18)

<223> n at pogition 18 is a phosphorothicate linker

<220>

<221> misc_feature

«222> {22)..(23)

«223> = at position 22 is a phosphorothicate linker

<220>»

<221> mlsc_feature

<222> (24)..(24)

<223> n at position 24 is s phosphorothiocate linkex

<220>

«22]1> misc_feature

<222> (26)..(26)

<223> 7 at position 26 is a phosphorothiocate linker

<220>
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«<221> misc_feature
<222> (29)..(39)
«223> n at position 19 is a phosphorothiocats linkex

<220>
«221> misc_feature
«222> (43)..(43)

<223> n at poeition 43 1s an inverted orientation deoxy thymidins

{3'-3" linked)

<400> 314
acnaggcnaid gquanauungg Sugoangung oguglggygu gun

<310> 315
<311> 335
<212> PRT
<213> Mus musculus

«<400> 315
Mat Cys Pro Gla Lys Leu Thr Ile Ser Trp Phe Ala Ila Val Leu Ieu
1 5 10 15

Val Bar Pro Leu Mat Ala Met Trp Glu Leu Glu Lys Asp Val Tyr Val
20 as a0

Val Glu Val Asp Txp Thr Pro Asp Alx Pro Gly Glu Thr Val Asn Lem-

a5 40 45

Thr Cys Asp Thr Pro Glu Glu Asp Asp Ile Thx Txp Thr Ser Asp Oln
50 55 60

Arg Hig Gly Vval Ile Gly Ber Gly Lys Thr Leu Thxr Ile Thr Val Lys
65 70 75 ao

Glu Fhe Imu Anp Ala Gly Gln Tyr Thr Cys Him Lys Gly Gly Glu Thr
A 50 95

Leu Ber Eie Ser His Leu Leu Leu His Lym Lys Glu Asn Gly Ile Trp
100 105 110

Ser Thr Glu Ile Leu Lys Asn Phe Lys Aan Lys Thr Phe Leu Lys Cyas
115 120 i1as

Glu Ala Pro Asn Tyr Ber Gly Arg Phs Thr Cys Sexr Trp Lem Val Gln
130 1as 140

14137

$o



WO 2003/085835

Arg Asn Mst Asp Leu Lys Phe Asn Ile Lys Ser Ber Sex Her
145 is50 155

Asp Ber Arg Ala Val Thx Cys Gly Met Ala Ber Leu SBer Ala
165 170

Val Thx Ieu Asp Gln Arg Asp Tyr Olu Lys Tyr Ber Val Bexr
180 185 190

Glu Asp Val Thr Cye Pro Thr Ala Glu Glu Thr Leu Pro Ile
195 200 205

Ala Leu Glu Ala Axy Gln Gln Asn Lys Tyr Glu Asn Tyr Ber
210 215 420

Phe Phe Ile Arg Asp Ila Ile Lys Pro Asp Pro Pro Lys Aan
235 a3io 235

Ilel:ny'smm;wnmserelnmalumnormelu
45 a50

Asp Ber Trp Ser 'Thr Pro His Ber Tyr Phe Ser Leu Lys Phe
460 65 270

Arg Ile Gln Arg Lys Lys Glu Lys Met Iyw Glu Thr Glu Glu
275 . 280 F] 1

Asn Gln Lys Gly Ala Phe Leu Val Glu Lys Thr Ser Thr Glu
250 295 300

Cys Lyw Gly Gly Asn Val Cys Val Gln Ala Gln Asp Arg Tyx
305 310 31s

Ser Ber Cys Serlquwrpnamvummnrghlhg
325 330

<310> 316
«311i>» 196
«313> PFRT
<213> mus msculus

<400> 316

PCT/US2003/007666

Sar Pro
160

@lu Lys
175

Cys Gln
Glu Leu
Thr Sax

Leu Gln
240

TyT Pro
ass

Fha vVal

Gly Cys
Val Gln

Tyxr Asn
320

Berxr
335

Mst Leu Asp Cye Arg Ala Val Ile Mat Leu Trp Leu Leu Pro Trp Val
1 5

10
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Thr Glu Gly Leu Ala Val Pro Arg Ser Ser Ser Pro AsSp Trp Ala Gln
20 as 30

Cys Gln G)ln Lau Ser Arg Asn Leu Cys Met Lem Ala Txp Asn Ala His
35 40 45

Ala Pro Ala Gly His Met Asn Leu Leu Arg Glu Glu Glu Asp Glu Glu
50 55 &0

Thr Lys Asn Asn Val Pro Arg Ils Gln Cys Glu Rsp Gly Cys Asp Pro
&5 70 75 80

Qln Oly Leu Lys Asp Asn Ser @ln Pha Cys Leu Gln Arg Ile Arg Gln
as 90 95

aly Leu Ala Phe Tyr Lys His Leu Leu Asp Ser Asp Ile Pha Lys Oly
100 108 110

Glu Pro Ala Leu Leu Pro Asp Ser Pro Met Glu Gln Leu His Thr Ser
118 120 1258

Leu Ieu Gly Leu Ser Gln Leu Leu Gln Pro Glu Asp His Prc Arg Glu
130 135 140

Thr Gln Gln Mat Pro Ber Leu Ber Sexr Ser Gln Gla Trp Gln Arg Pro
145 150 155 160

Ieu Leu Arg Bar Lys Ile Leu Arg Ber Leu Gln Ala Phe Leu Ala Ila
165 170 175

Ala Ala Axg Val Phe Ala His Gly Ala Ala Thr Leu Thx Glu Pro Lem
180 188§ 190

Yal Pro Thx Ala
195

<210> 317
<211> 215
<312> PRT
<213> nmus musculus

<400> 317
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Met Cys Oln Ber Arg Tyr Leu Leu Phe Leu Ala Thr Leu Ala Leu Leu

b |

5 10 15

Asn His Leu 8Ser Leu Ala Arg Val Ilas Pro Val Ber Gly Pro Ala Arg

a0 a5 30

Cys Lesu Sexr Gln Ber Arg Asn Lau Leu Lys Thr Thr Asp Asp Mat val
45

Lys

Ile

65

alu

Ser

Asn
145

Glu

Ile

Mat

Thr
50

Asp

130

His

as 40

Ala Arg Glu Ly® Leu Lys His Tyr Ser Cys Thr Ala Glu Asp
55 8D

Hip Glu Asp Ile Thr Arg Asp (ln Thy Ber Thr Leu Ly® Thr
70 75 20

Pro Leu Glu Leu His Lys Asn Glu Bear Cys Leu Ala Thr Arg
5 50 85

Ber Ser Thr Thr Arg Gly Ser Cys Leu Fxo Pro Gln Lys Thr
100 105 110

Mat Mot Thr Leu Cys Leu Gly Bexr Ile Tyr dlu Asp Leu Lys
115 120 125

Gln Thr Glu Phe Gln Ala Ile Asn Ala Ala Leu Gln Asn His
135 140

Gln G1n Ile Ile Leu Asp Lys Gly Met Leu Val Ala Ils Asp
150 155 160

Mat Gln Ser Leu Asn His Asn Gly Glu Thr Leu Arg Gln Lys
165 170 175

Val Gly Glu Ala Asp Pro Tyr Arg Val Lys Met Lys Leu Cym
180 185 190

Leu His Ala Phe SBer Thr Arg Val Val Thr Ile Asn Arg Val
195 a00 405

Gly Tyr Leu Bar Ber Ala

210

215

1337
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IN THE INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO /5 OK

International Application No. : PCT/US2005/007666

International Filing Date : 7 March 2005 (07.03.2005)

Earliest Priority Date : 5 March 2004 (05.03.2004)

Applicant(s) : ARCHEMIX CORP.

Title : APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE
FAMILY AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE
DISEASE THERAPEUTICS

International Bureau of WIPO

34, Chemin des Columbettes

Geneva

SWITZERLAND

REQUEST FOR RECORDING OF REMOVAL OF APPLICANT/INVENTORS UNDER
PCT RULE 92BIS

The undersigned hereby requests that the following change be recorded in the above-

identified international application:

Remove:

CLOAD, Sharon T.

7 Granville Road
Cambridge, MA 02138
United States of America
Citizenship: US



Vo
A copy of the Powers of Attorney are attached.

Favorable action is requested. The International Bureau is invited to contact the undersigned by
collect telephone call if further information is required.

Respectfully submitted,

di Erlacher

nifer A, Kamakis

Z, LEVIN, COHN, FERRIS,
GLOVSKY and POPEQ, P.C.

One Financial Center

Boston, Massachusetts 02111

United States of America

Telephone: 617/542-6000

Facsimile: 617/542-2241

Date: 22 August 2006
Agent Ref.: 23239-578-061

TRA 21950435v.1



Client No. 23239-578-061 %\

PCT /))/\.\

POWER OF ATTORNEY
(for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
SHARON T. CLOAD

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell
Ingrid Beattie Marvin S. Gittes Carol H. Peters
Williem Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Ibrahim Hallaj Michael Renaud
Naomi Biswas Paul Hayes Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins C. Eric Schulman
Daniel Coughlin Shane Hunter Leslic Serunian
Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sieczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Karnakis Eric Sinn
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz Timur Slonim
Ivor R. Elrifi Richard M. Lehrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Janine Susan
Flora Feng Christopher Millikin Nicholas P. Triano Il
Eugene Feher A. Jason Mirabito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEO, P.C.

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America .
One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: - APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

Intemnational application number: UNKNOWN

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

SHARON T. CLOAD

Date: 1'_/!"[, OS )

TRA 2015825v1



Client No. 23239-578-061 %\

PCT 4“/
POWER OF ATTORNEY % i
(for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
POOJA SAWHNEY

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell
Ingrid Beattie Marvin S. Gittes Carol H. Peters
William Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Ibrahim Hallaj Michael Renaud
Naomi Biswas Paul Hayes Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brien P, Hopkins C. Eric Schulman
Daniel Coughlin Shane Hunter Leslie Serunian

Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sieczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Karnakis Eric Sinn
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz Timur Slonim
Ivor R. Elrifi Richard M. Lehrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Janine Susan
Flora Feng Christopher Millikin Nicholas P. Triano III
Eugene Feher A, Jason Mirabito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEOQ, P.C.

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOMIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

International application number: PCT/US2005/007666

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

POOJA SAWHNEY

Date: 3 ! ﬂd" \P'%(%I\L
AN

TRA 2015825vi
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POWER OF ATTORNEY

Client No. 23239-578-061

(for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)

The undersigned person(s)

NOBUKO HAMAGUCHI

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase
Ingrid Beattie Marvin 8, Gittes
William Belanger James Hall
Charles E. Bell Tbrahim Hallaj
Neomi Biswas Paul Hayes
Kathryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins
Daniel Coughlin Shane Hunter
Sean M. Coughlin David E. Johnson
David F. Crosby Jennifer Karnakis
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz
Ivor R. Ehifi Richard M, Lehrer
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy
Flora Feng Christopher Millikin
Eugene Feher A. Jason Mirabito
of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEOQ, P.C.

Jay Mitchell

Carol H. Peters
Matthew Pavao
Michac] Renaud
Robert J. Sayre

C. Eric Schulman
Leslie Serunian
Gregory J. Sieczkiewicz
Bric Sinn

Timur Slonim
Christina K. Stock
Janine Susan
Nicholas P. Triano III

One Financial Ceuter, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN 1L-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOMIMMUNE DISEASE

International application number: PCT/US2005/007666

THERAPEUTICS

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

——
pucllec / Tr

g

TRA 2015825v1

NOBUKO HAMAGUCHI
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PCT

POWER OF ATTORNEY

Client No.: 23239-578-061

(for several international applications filed under the Patent Cocperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)

The undersigned person(s)

JOHN L. DIENER

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase
Ingrid Beattie Marvin S. Gittes
William Belanger James Hall
Charles E. Bell Tbrahim Hallaj
Naomi Biswas Paul Hayes
Katbryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins
Daniel Coughlin Shane Hunter
Sean M. Coughlin David B. Johnson
David F. Crosby Jennifer Kamakis
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz
Ivor R. Elrifi Richard M. Lehrer
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy
Flora Feng Christopher Millikin
Eugene Feher A. Jason Mirabito
of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEQ, P.C.

Jay Mitchell

Carol H. Peters
Matthew Pavao
Michael Renaud
Robert J. Sayre

C. Eric Schulman
Leslic Serunian
Gregory J. Sieczkiewicz
Eric Sinn

Timur Slonim
Christina K, Stock
Nicholas P. Triano I1I

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Ceater, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

» to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE DISEASE

International application number: PCT/US2005/007666

THERAPEUTICS

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

Date: ”/19351[05-

JOHNL.D

TRA 2033606v]
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Client No.: 23239-578-061 %

PCT 4)/\6

POWER OF ATTORNEY
(for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
ALICIA FERGUSON

hercby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell
Ingrid Beattie Marvin S. Gittes Carol H. Peters
William Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Ibrahim Hallaj Michael Renaud
Naomi Biswas Paul Hayes Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins C. Eric Schulman
Deniel Coughlin Shane Hunter Leslie Serunian
Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sicczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Karnakis Eric Sinn
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz Timur Slonim
Ivor R. Elrifi Richard M. Lehrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Nicholas P. Triano II]
Flora Feng Christopher Millikin
Eugene Feher A. Jason Mirabito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEO, P.C.

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

International application number: PCT/US2005/007666

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

ALICIA FERGUSON

Date: ! / ?f/O)/ W

TRA 2033606v1




Client No.: 23239-578-061 g

PCT

POWER OF ATTORNEY
(for severa! international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
SARA CHESWORTH KEENE

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell

Ingrid Beattie Marvin 8. Gittes Carol H. Peters
William Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Ibrahim Hallaj Michael Renaud
Naomi Biswas Paul Hayes | Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brien P. Hopkins C. Eric Schulman
Daniel Coughlin Shanc Hunter Leslie Serunian

Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sicczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Kamnalds Eri¢ Sinn
Caryn DeHoratius Cynthin Kozakiewicz Timur Slonim

Ivor R. Elrifi Richard M. Lechrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Nicholas P. Triano II1
Flora Feng Christopher Millikin
Eugene Feher A. Jason Mimbito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEO, P.C.

One Financial Center, Boaton, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

International application number: PCT/US2005/007666

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

SARA CHESWORTH KEENE

Datc:

TRA 203360671
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Client No. 23239-578-061 %
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POWER OF ATTORNEY
(for several international applications filed under the Patent Caoperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
H.A. DANIEL LAGASSE

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell
Ingrid Beattie Marvin S. Gittes Carol H. Peters
William Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Tbrahim Hatlaj Michael Renaud
Naomi Biswas Paul Hayes . Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins C. Eric Schulman
Daniel Coughlin Shane Hunter Leslie Serunian
Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sieczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Kamnakis Eric Sinn
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakiewicz Timur Slonim
Ivor R. Elrifi Richard M. Lehrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Janine Susan
Flora Feng Chrigtopher Millikin Nicholas P. Triano II]
Eugene Feher A. Jason Mirabito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEOQ, P.C.

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention:. APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOMIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

International application number: PCT/US2005/007666

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

H.A. DANIEL LAGASSE

Date: “}u H’

TRA 2015825v1
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: POWER OF ATTORNEY f)7
(for several international applications flled under the Patent Cogperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)
The undersigned person(s)
KRISTIN THOMPSON

hereby appoint(s) the following persons as agents

Kevin Ainsworth Richard Gervase Jay Mitchell
Ingrid Beattic Marvin S. Gittes Carol H. Peters
William Belanger James Hall Matthew Pavao
Charles E. Bell Tbrahim Hallaj Michael Renaud
Naomi Biswas , Paul Hayes Robert J. Sayre
Kathryn Vesco Chelini Brian P. Hopkins C. Eric Schulman
Daniel Coughlin Shanc Hunter Leslic Serunian
Sean M. Coughlin David E. Johnson Gregory J. Sieczkiewicz
David F. Crosby Jennifer Kamakis Eric Sinn
Caryn DeHoratius Cynthia Kozakicwicz Timur Slonim
Ivor R. Elrifi Richard M, Lehrer Christina K. Stock
Heidi A. Erlacher Alison McCarthy Nicholas P. Triano I
Flora Feng Christopher Millikin
Eugene Feher A. Jason Mirabito

of

MINTZ, LEVIN, COHN, FERRIS, GLOVSKY and POPEO, P.C.

One Financial Center, Boston, Massachusetts 02111, United States of America

701 Pennsylvania Avenue, N.W., Washington, D.C. 20004, United States of America

One Fountain Square, 11911 Freedom Drive, Reston, Virginia 20190, United States of America
Chrysler Center, 666 Third Avenue, New York, New York 10017, United States of America

to represent the undersigned before all competent International Authorities in connection with the
international application identified below:

Title of the invention: APTAMERS TO THE HUMAN IL-12 CYTOKINE FAMILY
AND THEIR USE AS AUTOIMMUNE DISEASE
THERAPEUTICS

International application number: PCT/US2005/007666

filed with the United States Patent and Trademark Office as receiving Office and to make or receive
payments on behalf of the undersigned.

KRISTIN THOMPSON

wifals KL L

TRA 2033606v1
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PCT Tor
NOTIFICATION OF RECEIPT OF ELRIFI, Ivor, R.
RECORD COPY Mintz, Levin, Cohn, Ferris,
Glovsky and Popeo PC
(PCT Rule 24.2(a})) One Financial Center
Boston, MA 02111

AN

From the INTERNATIONAL BUREAU

United States of America

Dste of mailing (day/monthiyear)

03 June 2005 {(03.06.2005) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant's or agent’s fije<ploronce internations| appllostion No.

23239-578-061 PCTAUS2006/007668

detalled balow.
Nama(s) of the applicant{a) and State(s) for whigh they are

CLOAD, Sharon, T. et al {for US)
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NOTIRCATION OF RECEIPT OF RECORD COPY

Date of malling (day/monthiyear)

03 June 2005 (03.06.2005) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant’s or agent’s flle reference Intarnational application No.

23239-578-061 PCT/US2005/007666
ATTENTION

The applicant should carefully check the data appearing in this Natiflaation. In case of any discrepancy between thess data
and the indiestions in the international application, the applicant should immediately inform the Internations! Bureaw

In addition, tha applicant’s sttention is drawn t the information containaed In the Annex, relating to:
- tima limits for entry Into the national phase - sse updeted important informetion (as of April 2002)
- requiraments regarding priority documents (if applicable)

A copy of this Notification is being sent to the receliving Office and to ths ImesmetionalSearching Authority.

Form PCTAB/301 (continuation sheet)} {January 2004)
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ANNEX TO FORM PCTAB/301 PCT/US2005/007666

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE

The applicant is reminded that the "national phase™ must be entared before each of the designated Offices indicated on
the cover sheet of this Notiflcation by paying natlonal feea and furnishing translations, as prescribed by Articles 22 and 30 and
the applicable national laws. In addition, the applicant may also have to comply with other specisl requirements applicable
In certain Offices. It is the applicant’s esponsibility to ensure the necessary steps to enter the netional phase sre taken In a
timely fashion. Most Offices do not Issue reminders to applicants in connection with the entry into the national phase.

The applicable time [imi for entering the national phase will, subject to what i sald in the following pasragraph, ba
30 MONTHS from the priority date, not only in respest of any elected Office ifa demand for international preliminary
examination is flled befors the expiration of 18 months from the priority date (see Article 38(1)}, but also In respect of any
designated Office, in the absenoce of flling of such demand, where Article22(1) as modified with effect from 1 April 2002
applies in respect of that designated Office. For further detalls, see PCT Qazette No. 44/2001 of 1 November 2001, pages 15628,
19832 and 18834, as well as the PCT Newsletter, October and November 20071 and February 2002 issues.

In practice, time fimits other than the 30-month tima Emit will continue to apply, for various pariads of time, In respect of
oortain designated or eleoted Offices. For regular updates on the applicable time Emits (20, 21, 30 or 31 months, or other
time limit}, Office by Office, refer to the PCT Gazette{"Section V" part published on a weekly basis), to the PCT Newsletter
{on a monthly basis) and to the relsvant National Chapters In Volume Il of the PCT Applicant's Guide (the paper version of
which is updated usually twice a year and the Internet version of which Is updeted usually on s weekly basis). Finally, a
cumulative table of all applicable time limits for sntering tha national phase is available from WIPO's Internet site, via links
from various pages the site including those of the Gazstte, Newsletter and Guide, st hitp:/www.wipo.int/patfen/index.htmil.

Information about the requirementa for filing a damand for international preleninary examination is set out in the PCT
Applicant's Guide, Volume VA, Chapter DL Naots that only an applicant who Is a national or resident of a PCT Contradting
Stats which is bound by Chapter Il has the right to file a demand for intarnational preliminary examination (at present, all
PCT Contracting Statss are bound by Chaptar Ii).

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS
For applicants who have not yet complied with the requiremernts regarding priority doouments, the following Is recalied.

Where the priority of an earlier national, regional or Intemational application Is clalmed, the applicant must submit a copy
of the said earller application, certified by the authority with which it was filed {"ths priority document™) to the recsiving Office
{which will transmit it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 18 months from
the priority date, provided that any such priority dooument may still be submittad to the Intarnational Bureau before that date of
international publication of the International application, in which case thet document will be considéred to have bean receivad
by the international Bureau on the [ast day of the 18-month time limit (Rule 17.1{a))-

. Where the priority document is Issued by the recsiving Office, the applicant may, instead of submitting tha priority
docurnent, request the receiving Office to prepare and tranamit the priority dooument to the Imernational Bureau. Such request
must be made before the expiration of the 18-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment
of a fee (Rule 17.1(b)).

It the priority document concerned is not submitted to the international Bureau or if the request to the recelving Office
to prepars and tranamit the priority document has not basn made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable
time limit indicatad under the preceding paragraphs, any designated Stats may disregard the prlority alaim, provided that no
designated Offioe may disregard the priority claim concermned before giving the applicant an opportunity, upon entry Into the
nstional phase, to furnish the priority document within the time limit which Is reasonable under the circumatances (Rule 17.1(c)).

Where several pricrities are claimad, the priority date to be considered for the purposes of computing the 18-month time
limit {and all other PCT time limhs) Is the filing date of the earliest application whose priority is clalmed {Article 2{xi)(b)).

Form PCTAB/301 (Annex) (Januery 2004) 008710301
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,MCT From the INTERNATIONAL BUREAU /6413
PCT Te: o
FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL ELRIF), ivor, R. ]
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH g::‘zh'-"‘"'.- fgg: Ferris, Glovsky and Popeo PC
DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT rbirrrerrera
UNDER ARTICLE 2(1)) ETATS-UNIS D’AMERIQUE
(PCT Rule 47.1(c))
Date of mailing (day/month/year)
06 October 2005 (06.10.2005)
Applicant’s or agent's [ile reference
23239-578-061 . IMPORTANT NOTICE
Iniemational application No. Imemnational filing dute (da)ymonih/year) Priority date {day/month/vear)
PCTAUS2005/007666 07 March 2005 (07.03.2005) 05 March 2004 (05.03.2004)
Applicant

AACHEMIX-CORP. et al

1

ATTENTION: For any designated OfTice(s), for which the time Limit under Article 22(1), a8 in force from | April 2002 (30 months from
the priority daic), does apply, please sce Form PCT/1B/308(Second and Supplementary Notice) (to be issued prompily afier the expiration
of 28 months from the priority date).

Notice is hereby given thal the following designated Office(s), for which the lime limit under Anticle 22(1}, es in force from 1 April 2002,
does nol apply, has/have requesied that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effecied under
Rule 93bis. 1. The Iniemational Bureoau has effecicd (hat communication on the doto indicated below:

22 Seplember 2003 (22.09.2005)

CH

In accordance with Rule 47.1(c-bisXi}, thosc Offices will accepl the present notice a8 conclusive cvidence that the communication of the
international application has duly taken place on Lhe dale of mailing indicated above and no copy of the inicrnational application is required
to bo furnished by the spplicant Lo the designated Office(s).

The following designaied OfTices, for which the lime limit under Article 22(1), as-in foree*from | April 2002, does not apply, have not
requesied, as ai the time of mailing of the present notice, that the communication of the intemational application be effected under Rule
93bis. | :

L), SE, TZ, UG, 2™

In accordance with Rale 47. 1{c-bis)(ii), thuse Offices accepl the present notice s conclusive evidence that the Contracting Swie for which
that Office acts az a designaled Office docs not require the fornishing, under Anicle 22, by the applicant of a copy of the intemaional
epplication.

4. TIME LIMITS for entry inlo the natlonal phase
For the designated Officc(s) lisicd above, and unless a demand for inlermnational preliminary examination has been filed before the
cxpiration of 19 muntha from the priority date (sce Article 39(1)), the applicable time limit for entering the national phase will, subject lo
what Is sald in the following parugraph, be 20 MONTHS [rom the priority date.
In practice, Hme Hmlis other than the 20-month time Imit will continue lo apply, for various periods of time, in respect of cerwin of the
designated Offices listed above. Ior regular upduies on the applicsble time limits (20 or 21 months, or other ime limit), Office by
Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newsleiter and the PCT Applicant’s Guide, Volume 11, National Chaplers, all available from
WIPO's Internet site, at hitp://www.wipo.int/pet/enfindex himl.
1L i5 the applicant’s sole responsdbiity 10 n:t:‘ninr nE these time limits. ﬁE c E iv ; B
w [~ 4]
Aome, _fAY .
Dowmowson | ANTZ | gyiy, pOSTO
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APTAMEROS PARA LA FAMILIA CI INA IL-12 HUMANA Y 8SU USO

COMO TERAPEUTICOS PARA ENFERMEDADES AUTOINMUNES
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién se relaciona de manera general
con el campo de los Acidos nucleicos méds particularmente con
los aptédmeros capaces de unirse a los miembros de la familia
citoquina interleuquina -12 (IL-12) humana, mas
especificamente con 1la interleuquina -12 (IL-12) humana,
interleuquina -23 humana (IL-23), o tanto la IL-12 como la
IL-23, y otras citoquinas relacionadas (por ejemplo la IL-27
y el dimero p40). Tales aptameros son Gtiles como
terapéuticos en y diagnésticos de enfermedades reiacionadas
autoinmunes y/o otras enfermedades o desordenes en las cuales
las citoquinas de la familia IL-12, especificamente IL-23 y
L-12, también estdn implicadas. La invencién se relaciona
ademds con materiales y métodos para la administracién de

aptameros capaces de unirse a IL-23 y/o IL-12.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

{0002]. Loa aptémeros son moléculas de &cido nucleico que
tienen afinidad de unién especificas con las moléculas a
través de interacciones diferentes a los pares base de

Watson - Crack cléasicos.

/50\
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[0003] Los aptameros como péptidos generados por
desplieque de fago o al cuerpo monoclonal (“mAbs”), son
capaces de unir especificamente a blancos seleccionados y
modular la actividad de los blancos, por ejemplo, a través de
la unién de aptameros pueden blogquear su capacidad de blanco
para funcionar. Creados por un proceso de seleccién in vitro
de grupos de oligonucleétidos de secuencia aleatoria, Los
aptadmeros se han generado para mds 100 proteinas gque incluyen
factores de crecimiento, factores de trascripcién, enzimas,
inmunoglobulinas, y receptores. Un aptameros tipico es de 10-
15 kPa de tamafio (3-45 nucledtidos), retne a su blanco con
actividad nanomolar, y discrimina contra blancos cercanamente
relacionados (por ejemplo, los aptameros tipicamente no se
unirdn a otras proteinas de la misma familia de genes). Una
serie de estudios estructurales ha mostrado que los aptémeros
son capaces de utilizar los mismos tipos de interaccién (por
ejemplo unién de hidrégeno, complementariedades
electrostaticas, contactos hidréfobos, exclusién estérica)
que maneja la afinidad y la especificidad en los compleijos

anticuerpo-antigeno.

[0004] Los aptémeros tienen un nGmero de caracteristicas
deseables para uso como terapéuticos y diagnésticos e
incluyen alta especificidad y afinidad, eficacia biolégica, y
propiedades farmacinéticas excelentes. Ademés, ellos ofrecen
ventajas competltivas especificas sobre los anticuerpos ¥y

otros bioldgicos de proteina, por ejemplo:
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[0005] 1) velocidad y control. Loa aptémeros son

producidos por un proceso completamente in vitro que permite
la répida generacién de conductores iniciales, incluyendo
conductores terapéuticos. La selecciétn in vitro permite la
especificidad y la afinidad del aptémero para ser
estrechamente controlada y permite la generacidén de
conductotes, que incluyen conductores contra blancos tdéxicos

y no inmunogénicos.

[0006] 2) Toxicidad e Inmunogenicidad. Los aptémeros como

una clase han demostrado poca o ninguna toxicidad o
inmunogenicidad. En 1la dosificacién crénica de ratas o
marmotas canadienses con altos niveles de aptdmero (10 mg/kg
diario durante 90 dias), sin toxicidad se observa mediante
cualquier medicién clinica, celular o bioquimica. Mientras
que la eficacia de muchos anticuerpos monoclonales se puede
limitar severamente por la respuesta inmune a los anticuerpos
mismos, es extremadamente dificil elicitar anticuerpos a los
aptameros mas probablemente por que los aptimeros no pueden
ser presentados por células t por via del MHC y la respuesta

inmune es generalmente ensayada para no reconocer los

fragmentos de acido nucleico.

[0007] 3) Administracién. Mientras la mayoria de los

terapéuticos de los anticuerpos habitualmente aprobadeos son

administrados por infusién intravenosa (tipicamente durante
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2-4 horas), los aptameros se pueden administrar mediante
inyeccién subcuténea (biodisponibilidad del aptéamero por via
de administracién subcutdnea es > B80% en estudios con monos
(Tucker et al., J. Chromatography B. 732: 203-212, 1999))).
Esta diferencia es principalmente debido a solubilidad
comparativamente baja y asi en grandes volGmenes necesarios
para la mayoria de 1los terapéuticos mAbs. Con buena
solubilidad (> 150 mg/mL) y comparativamente bajo peso
molecular (aptémero: 10 -50 kDa; anticuerpo: 150 kba), una
dosis de aptdmero semanal se puede suministrar mediante
inyeccién en un volumen de menos de 0.5 mL. Ademas, el tamaflo
pequeflo de los aptameros les permite penetrar en A&reas de
restricciones conformacionales que no se le permite a los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos penetrar, presentando
afin otra ventaja para los terapéuticos o la profilaxis basada

en aptamero.

[{0008] 4) Escalabilidad y Costo. Los aptémeros

terapéuticos son quimicamente sintetizados y consecuentemente
pueden fAcilmente ser escalados seqlin se necesite para
cumplir con la demanda de produccién. Mientras las
dificultades en la produccién a escala son habitualmente
limitantes la disponibilidad de algunos biolégicos y el costo
de capital de la planta de produccién de proteina a gran
escala es enorme, un sintetizador de oligonucleétido simple a
gran escala puede producir asensos de 100 kg/afic y requiere

una inversién inicial relativamente modesta. El1 costo
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habitual de bienes para las sintesis de aptémero a escala de
kilogramo se estima en 500/g comparable con aquel de los
anticuerpos altamente optimizados. Continuando las mejoras en
el proceso de desarrollo se espera disminuir los costos de

bienes aa < $100/g en cinco aflies.

[0009] 5) Estabilidad. Los aptameros terapéuticos son

quimicamente robustos. Ellos estidn adaptados intrinsecamente
a reganar actividad luego de la exposicién a factores tales
como calor y desnaturalizantes y se pueden almacenar durante
periodos extendidos (> 1 afio) a temperatura ambiente como

polvos liofilizados.

CI INAS Y RSPUESTA INMUNME.

[0010] La respuesta inmune en mamiferos estd basada en
una serie de interacciones celulares complejas denominadas la
“red inmune”. Ademas de las interacciones celulares similares
a red de los linfocitos, macréfagos, granulocitos, y otras
células, las proteinas solubles conocidas como linfoquinas,
citoquinas, y monoquinas Juegan un papel critico para
controlar estas interacciones celulares. La expresién de
citoquinas por las células del sistema inmune juega un papel
importante en 1la regulacién de la respuesta inmune. La
mayoria de 1las citoquinas son pleiotrépicas y tienen
miltiples actividades bioldgicas que incluyen la presentacién

de antigeno; la activacién, proliferacidén, y diferenciacién
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de 1los subconjuntos de células CD4+; las respuestas de
anticuerpos por las células; y la manifestacién de
hipersensibilidad. Las citoquinas estdn implicadas en un
amplio rango de condiciones degenerativas o anormales que
involucran directa o indirectamente el sistema inmune y/o las
células hematopoieticas. Una familia importante de citoquinas
es la familia IL-12 que incluye, por ejemple, IL-12, IL-23,

IL-27, y los mondmeros pd0 y dimeros p40.

[0011] La IL-23 es una molécula heterodimérica
covalentemente ligada compuesta de las subunidades pl9 y p40.
Cada una codificada por genes separados. La IL-12 también es
una molécula heterodimérica covalentemente ligada y consiste
de las subunidades p35 y p40. Asi, la IL-23 y la IL-12 tienen
ambas la subunidades p40 en comin (Figura 1). El1l pl9 de
humano y ratédn comparte sequro o aproximado 70% de identidad
de 1la secuencia de aminodcido y estdn cercanamente
relacionados con el p35 (la tnica subunidad para el IL-12),
Los ensayos de tranafeccién revelan que como el p35, la
proteina pl9 es pobremente secretada cuando se expresa sola y
requlere la coexpresién de su compafiero heterodimerizante p40
para mayor expresién. Juntos, el p40 y pl® forman un
heterodimerc ligadec a disulfuro. El componente pl9 se produce
en grandes cantidades por los macréfagos activados, las
células dendriticas (“DCs”), las células endoteliales, y las
células T. Las células Thl expresan mayores cantidades de pl9

mARN que las células Th2; sin embargo, entre estos tipos de

'&‘LO\
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células solamente los macréfagos activados y los DC expresan
constitutivamente el p40, los otros componentes del IL-23. La
expresién del pl9 se incrementa por los productos bacterianos
receptor-2 similar a Toll que sugiere que el pl9, y asi el
IL-23, puedan funcionar en la respuesta inmune para ciertas

infecciones bacterianas.

[0012] Una de las acciones compartidas del IL-12 y IL-23
es su efecto proliferativo sobre las células T (Brombacher et
al., Trends in immun. (2003)). Sin embargo, existen claras
diferencias en los subconjuntos de células T sobre los cuales
estas citoquinas actdan. En el ratén, el IL-12 induce la
proliferacién de células T de murino nailve pero no células T
con memoria, mientras que el efecto proliferativo del IL-23
se confina a las células T con memoria. En los humanos, el
IL-12 promueve la proliferacién tanto de células T humanas
naive como con memoria; sin embargo, el efecto proliferativo
del IL-23 estd alin restringldo de las células T con memoria.
También, 1la accién del 1IL-23 sobre la produccién de IFN-y
estd dirigida principalmente hacia las células T con memoria
en los humanos. Aunque el IL-12 puede inducir produccién de
IFN-y en células T naive y, ain en un< mayor proporcién,
células T con memoria, el IL-23 tiene muy poco efecto sobre
la produccién de IFN-y en células T naive. Un incremento
moderado de la produccié4n de IFN-y se observa en las células

T con memoria estimuladas por el IL-23, pero este efecto es
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un poco mas pequeflo que aquel resultante de la estimulacién

con el IL-12.

[0013] Asi, el IL-23 tiene un actividad biolbgica que es
distinta del IL-12, sin embargo se cree que ambos juegan un
papel en las enfermedades autoinmunes e inflamatorias tales
como esclerosis miltiple, artritis reumatoide, soriasis,
lupus heritematosus sistémico, y enfermedades irritables del
intestino (que incluye la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerativa), ademds de las enfermedades tales como la
reabsorcién de hueso en la osteoporosis, la diabetes tipo I,

y el céncer.

APTAMEROS ESPECIFICOS IL-23 Y/0 IL-12 COMO TERAPEUTICOS PARA

ENFERMEDAD AUTOINMUNE

[0014] Aunque no se pretende estar ligado por la teoria,
se cree que el IL-12 y el IL-23 estén involucrados en la
patogénesis de la esclerosis miltiple (“MS”). Por eijemplo,
los niveles p40 estdn sobre regulados en los fluidos
espirales cerebrales de los pacientes MS (Fassbender et
al., (1998) Neurology: 51: 753). Ademas, un anti-p40 mAb ha
sido mostrado por localizarse en lesiones en el cerebro (Brok
et al., JI (2002) 169: 6554). Adicionalmente, los niveles de
linea base inferiores del p40 mARN han mostrado que predicen
la respuesta clinica al tratamiento IFN-P (Van-Boxel-Dezaire

et al., 1999). Asi, un “knock-down” de Ambos el IL-12 Y El
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IL-23 por via del p40 podria mejorar los sintomas de la MS.
De hecho, los anticuerpos anti-p-40 han mostrados que suprime
significativamente el desarrollo de 1la severidad de la
Encefalomielitis Autoinmune Erxperimental (“EAE”) en ratones
(Constantinescu et al., JI (1998) 161: 5097)y en monos titi

(BROS et al., JI (2002) 169: 6554).

[0015] A pesar de la evidencia que muestra que el
“knocking out” de ambos IL-23 y IL-12 suprime el desarrollo
de los sintomas de MS, existe fuerte evidencia de que el IL-
23 es el mas importante de los dos en la patogénesis MS/EAE
en ratones, como Se muestra por los efectos del “knocking
out” y IL-12 y IL-23 sobre el modelo de ratdén EAE. (Cua et
al., (2002) Nature 421: 744). Por ejemplo, el EAE puede
ccurrir en los ratones knock-out p35, pero no en los ratones
“knocking out” pl9 o p40 (Cua et al., (2003)). La expresién
del IL-23 peroc no el IL-12 en el CNS rescata el EAE en los
ratones “knocking out” pl9/p40, aunque la sobre expresién del
IL-12 exacerba el EAE, asi el IL-12 parece jugar alguin papel
en el desarrollec de la activacién de la célula TH1 general
(Cua et al.). En los humanos, la sobre expresién del mARN p40
peroc no el mARN p35 ha sido observada en el Sistema Nervioso

Central (SNC) de los pacientes MS.

10016] Ademas de jugar un papel general para activas las
células TH1l, IL-12 puede ser mas importante para luchar con

la infeccibébn que el IL-23. En los ratones, un knock-out pl9
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induce la respuesta de la célula TH1 clasica (IFN-y alta, IL-
4 baja), mientras que la resapuesta en los ratones knock-out
P35 Y P40 estd restringida a las células TH2. (IFN-y BAJA,
IL-4 alta) (Referencia). Adicionalmente, las células inmunes
knock~-out pl9 producen citoquinas pro-inflamatorias fuertes,
mientras que las células inmunes knock-out pd40 no.
Finalmente, los ratones knock-out p40, IL-12RBl y IL-12Rp2
son susceptibles a una variedad de infecciones (Adorini, de
la Contemporary Immunology (2003) pg, 253). Asi exhibiendo
especificamente 1IL-23 a través de los terapéuticos de
aptamero se puede luchar efectivamente con la enfermedad
mediada por IL-23 mlentras que deja el paciente mas capaz de

luchar con infeccién.

[0017] Tanto el IL-23 como el IL-12 han estado implicados
en artritis reumatoide como un promotor de la inflamacién de
la articulacién en la etapa final. Aunque no se pretende
estar ligado por la teoria, se cree que el IL-23 afecta la
funcién de 1las c¢élulas T de memoria y los macréfagos
inflamatorios a través del acoplamiento del recepto 1IL-23
(IL-23R) sobre estas células. Los estudios indican que las
subunidades de IL-23 pl9 y/o p40 juegan un papel en la
artritis inducida por colagenoc y murino “CIA”, el modelo de
ratén de artritis reumatoide. Los anticuerpos anti-p40 se ha
mostrado que mejoran los sintomas en CIA de murino y evitan
el desarrollo de la progresién sola y cuando se combinan con

el tratamiento de factor de necrosis anti tumoral (anti-TNF)

N
a7
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(Malfail et al., Clin. Exp. Immunol. (1998} 111: 377, Matiz
et al., Eur. J. Immunol. (1998)28: 2143, y Butler et al, Eur.
J. Immunol. (1999)29: 2205). Adiciocnalmente, los ratones
knock-out pl9 Y p40 han mostrado que resisten completamente
el desarrollec del CIA y la severidad se exacerba en los
ratones knock-out p35 (McIntyre et al., Eur. J. Immunol.
(1996) 26: 2933, Y Murphy et al., J. Exp. Med. (2003) 198:
1951. Asi, los aptameros y los métodos de 1la presente
invencién que se unen e inhiben el IL-23 son f1itiles como

agentes terapéuticos para la artritis reumatoide.

[0018] Tanto el IL-23 como el IL-12 se cree que Jjuegan un
papel dominante en el reclutamiento de células inflamatorias
en enfermedades mediadas por Th-1 tal comoc 1la psoriasis
vulgaris, ¥y la enfermedad del intestino irritable, que
incluyen pero no estan limitadas a la enfermedad de Crohn y a
la colitis ulcerativa. Por ejemplo, los niveles elevados de
pPl9 y p40 mARN fueron detectados en RT-PCR cuantitativo en
lesiones de piel de pacientes con psoriais vulgaris, mientras
que el p35 mARN no (Lee et al, J. Exp Med (2004) 199(1): 125-
30). En colitis por Acide 2, 4, 6, trinitrobenzeno sulfénico
(“TNBS”), un modelo experimental de enfermedad de intestino
inflamatorio en ratones, el tratamiento con anticuerpo
monoclonal anti-~-IL-12 suministrdé eficacia en mejorar
completamente/prevenir la inflamacién de la mucosa (Neuralth
et al., J Exp Med (1995) 182: 1281-1290). En otro estudio que

evalué varias diferentes antagonistas IL-12 en el modelo de

.
A
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colitis TNBS, el anticuerpo anti-IL-12 p40 probd ser més
efectivo para permitir la inflamacién de 1la mucosa,
implicando asi tanto el IL-12 como el IL-23 (Schmidt et al.,
Pathobiology (2002-03); 70: 177-183). Asi, los aptémeros de
la presente invencién que se unen a e inhiben el LI-12 y/o
LI-23 son utiles como agentes terapéuticos para la psoriasis

y las enfermedades inflamatorias del intestini.

[0019] También se cree que el IL-12 y/o IL-23 juegan un
papel en el lupus eritematosus sistémico con (“SLE”). Por
ejemplo, el suero obtenido de pacientes SLE se enconito que
contenia cantidades significativamente altas de p40 como un
monémero que los niveles del suero del p40 como un
heterodimero, por ejemplo IL-12 (p35/p40) e IL-23 (pl9/pd0),
indicando que la produccién deficiente en IL-23 y/o LI-12
puede jugar un papel en la patogénesis del SLE. Asi, los
aptidmeros de la invencién que mejoran la funcidén biolégica
del IL-23 y/o IL-12 son fitiles como terapéuticos en el
tratamiento del lupus eritematosus sistémico(Lauwerys et al.,

Lupus (2002) 11(6): 38-7).

APTAMEROS ESPECIFICOS IL-23 Y/O YL-12 COMO TERAPEUTICOS
ONCOLOGICOS .

[0020] La actividad antitumoral del 1IL-12 ha sido
bien caracterizada, y recientes estudios han mostrado que el

IL-23 también posee actividad antitumoral y anti-metastética.
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Por ejemplo, las celulas de carcinoma de colon
retroviralmente translucidas con IL-23 reduce

significativamente el crecimiento de los tumores de colon
establecidos por las linea de célula en ratones
inmunocompenentes comparado con la 1linea de célula de
control, indicando que la expresién de los IL-23 en los
tumores produce un efecto antitumoral. (Wang et al., Int. J.
Cancer: 105. 820-824 (2003). De manera similar, la linea de
célula de carcinoma de pulmén trabajada por ingenieria
retroviralmente para liberar la cadena simple IL-23 (“scIL-
23”) suprime significativamente la metédstasis en pulmén en
los ratones BALB/c, dando como resultado un rechazo del tumor
casi completo (Lo et al., J. Immunol 2003, 171: 600-607).
Asi, los aptameros que se unen al IL-23 y/o IL-12 y mejoran
su funcién biolédgica son Gitiles como terapéuticos oncolégicos
para el tratamiento de céncer de colon, el cincer de pulmén,
especificamente la metéstasis de pulmén, y otras enfermedades
oncolégicas para lo cual IL-23 y/o IL-12 tienen un efecto

antitumoral.

[0021] Existe habitualmente un agente terapéutico no
conocido que apunta especificamente al IL-23 humano. Los
agentes disponibles que apuntan a IL-23 incluyen un
anticuerpo policlonal IL-23 pl% anti humano disponible a
través de R&D Systems (Minneapolis, MN) solamente para uso en
investigacién, un anticuerpo monoclonal p40 anti humano que

apunta tanto al IL-12 como el IL-23 en razén a que ambas
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citoquinas tienen la subunidad p40 en comin, y los
anticuerpos policlonales y monoclonales IL-23 pl9 anti ratén,
que apuntan al JIL-23 de ratén, y no al IL-23 de humano
(pirhone, etal., 820029, J Immunology 169: 5673-5678). Como
se explicé previamente, un agente que inhibe la actividad
tanto del IL-23 como del IL-12 puede dejar los pacientes mas
vulnerables a las infecciones, y e general puede poseer mas
complicaciones en términos de desarrollar un agente
terapéutico que un agente que inhibe solamente el IL-23. En
razén a que hay evidencia de que el IL-23 juega un papel més
importante que el IL-12 para la inflamacién autoinmune en el
cerebro y las articulaciones, un terapéutico especifico para
solamente el IL-23 puede ser mas ventajoso que un agente que

apunte a ambas citoquinas tal como el mAB humano anti-p40.

[0022] Dadas las ventajas de de 1la especificidad, el
tamafio pequeilo, y la afinidad de los aptameros como agentes
terapéuticos, seria benéfico tener materiales y métodos para
terapéuticos para tratar enfermedades en 1las cuales las
citoquinas humanas especificamente la IL-23 y la IL-12 juegan
un papel en la patcgénesis. La presente invencién suministra

materiales y métodos que cumplen estas y otras necesidades.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0023] La presente invencién suministra materiales y

métodos para el tratamiento de enfermedad autoinmune e
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inflamatoria y otras enfermedades/desordenes relacionados en
los cuales el IL-23 y/o IL-12 estdn involucrados en 1la

patogénesis.

[0024] En una modalidad, los materiales de la presente
invencién suministran aptéimeros que se unen especificamente
al IL-23. En una modalidad, el IL-23 al cual los aptémeros
de la invencién se unen es el IL-23 mientras que n otra
modalidad el IL-23 es una variante del IL-23 humano. En una
modalidad la variante del 1IL-23 desarrolla una funcién
biolégica que es esencialmente la misma que la funcién del
IL-23 humano y tiene sustancialmente la misma estructura y
sustancialmente la misma capacidad de unirse a dicho aptamero

que aquel del IL-23 humano.

[0025] En una modalidad, el IL-23 humano o una variante de
este, comprende una secuencia de aminoacido la cual es al
menos 70% idéntica, preferiblemente al menos al menos 80%
idéntico, mds preferiblemente al menos 90% idéntica con una
secuencia que comprende la SEQ ID NO: 4 Y/O0 5. En otra
modalidad, el IL-23 humano o una variante de este tiene una

secuencia de aminodcido que comprende la SEQ ID NO: 4 y 5.

[0026] En una modalidad, el aptdmero de la invencién tiene
una constante de disociacién para el IL-23 humano © una

variante de esta de aproximadamente 100 nM o© menos,



WO 2005/086835 16 PCT/US2005/007666

preferiblemente 50 nM o menos, mas preferiblemente 10 nM o

menos, ain mis preferiblemente un nM o menos.

[0027] En una modalidad, el aptamero de 1la presente
invencién modula una funcién del IL-23 humanoc o una variante
de esta. En una modalidad, el aptdmero de 1la presente
invencién estimula una funcién del IL-23 HUMANO. En otra
modalidad, el aptameroc de la presente invencién inhibe una
funciétn del IL-23 humano ¢ una variante de esta. En aun otra
modalidad, el aptamero de la presente invencién inhibe una
funcién del IL-23 humano o una variante de esta e in vivo. En
aun otra modalidad, el aptamero de la presente invencién
evita que el IL-23 se una al receptor IL-23.En algunas
modalidades, la funcién del IL-23 humano o una variante de
esta que se modula por el aptdmero de la invencién es mediar
una enfermedad asociada con el IL-23 humanc tal como: la
enfermedad autoinmune (que incluye pero no estd limitada a la
esclerosis mﬁltiple! artritis reumatoide, psoriasis, 1lupus
eritematosos sistémico, y enfermedad irritable del intestino
(por ejemplo, Enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa),
enfermedad inflamatoria, céancer (que incluye pero no esta
limitado a cancer de colon, cAncer de pulmén, y metAstasis en
pulmén), la absorcién de hueso en osteoporosis, y diabetes

tipo I.

[0028] En una modalidad, el aptdmero de la invenciédn tiene

sustancialmente la misma capacidad de unirse al IL-23 humano
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como aquella de un aptédmero que comprende una secuencia de
nucleétido seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID
NOS 13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS
103-118, SEQ ID NOS 124-130, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO
162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS
181-196, Y SEQ ID NOS 203-314. En otra modalidad el aptamero
de la invencién tiene sustancialmente la misma estructura y
sustancialmente la misma capacidad de unirse al IL-23 como
aquella de un aptdmero que comprende una secuencia de
nucleétido seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NOS
13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91~96, SEQ ID NOS 103-
118, SEQ ID NOS 124-130, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y
SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 181~196, ¥y

SEQ ID NOS 203-314.

{00289] En una modalidad, la presente invencién suministra
un aptamero que se une al IL-23 humano que comprende una
secuencia de &cido nucleico al menos 80% idéntica, més
preferiblemente al menos 90% idéntica con una cualquiera de
las secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEQ
ID NOS 13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS
103-118, SEQ ID NOS 124-130, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO
162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS
181-196, y SEQ ID NOS 203-314. En otra modalidad, la presente
invencién suministra un aptédmero que comprende 4 nucleébtidos
contiguos, preferiblemente B8 nucleétidos contiguos, mas

preferiblemente 20 nucleétidos contigquos, que son idénticos a

X

{
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una secuencia de 4, 8 o 20 nuclebétidos contiguos en la regién
de secuencia (Gnica de cualquiera de las secuencias
seleccionadas del grupo de: SEQ ID NO 13-66, SEQ ID NOS 71-
88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID NOS 124-130,
SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ
ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 1B81-196, y SEQ ID NOS 203-314. En
alin otra modalidad de la presente invencién suministra un
aptamero capaz de unirse al IL-23 humano o una variante de
esta que comprende una secuencias de nuclebétido seleccionada
del grupo que consiste de: SEQ ID NOS 13-66, SEQ ID NOS 71-
88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID NOS 124-130,
SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ
ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ ID NOS 203-314. En
otra modalidad, la presente invencién suministra un aptémero
que tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO 177,
preferiblemente la SEQ ID NO 224, mas preferiblemente la SEQ
ID NO 309, mAs preferiblemente la SEQ ID NO 310, y mas

preferiblemente la SEQ ID NO 311.

[0030] En una modalidad, la presente invencién suministra
aptameros que se unen especificamente al IL-23 de ratédn. En
otra modalidad, la presente invencidén suministra aptémeros
que se unen a una variante de IL-23 de ratdé4n que desarrolla
una funcidén biolégica que es esencialmente la misma que la
funcién del IL-23 de ratébn y que tiene sustancialmente 1la
misma estructura y sustancialmente la misma capacidad de

unirse a dicho aptédmero como aquella del IL-23 de ratén.
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[0031] En una modalidad, el IL-23 de ratén o una variante
de éste al cual el aptamero de'la invencién se une comprende
una secuencia de aminodcido que es al menos B80%,
preferiblemente al menos 90% idéntica con una secuencia que
comprende la SEQ ID NOS 315 y/o 316. En otra modalidad el IL-
23 de ratén o una variante de esta tiene una secuencia de

aminodcido que comprende las SEQ ID NOS 315 y 316.

[0032] En una modalidad, el aptimero de la invencién tiene
una constante de disociacién para el IL-23 de ratén o una
variante de este de aproximadamente 100 nM o menos,
preferiblemente 50 nM o menos, mis preferiblemente 10 nM o

menos.

[0033] En una modalidad, el aptamero de 1la invencién
modula una funcién del IL-23 de ratén o una variante de
ésta. En una modalidad, el aptédmero de la invencién estimula
una funcién del 1IL-23 de ratdén. En otra modalidad, el
aptédmero de la invencién inhibe una funcidén del IL-23 de
ratén ¢ una variante de este. En atin otra modalidad, el
aptadmero de la invencién inhibe una funcién del IL-23 de
ratén o una variante de esta in vivo. En aun otra modalidad,
el aptémero de la invencién evita la unién del IL-23 de ratédn
al receptor IL-23 de ratén. En algunas modalidades, la
funcién del IL-23 de ratén que es modulada por el aptéimero de

la presente invenciétn es mediar un modelo de enfermedad
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asociado con el IL-23 de ratén tal como la encefalomielitis
autoinmune, la artritis inducida por coldgeno de murino, y la

colitis TNBS.

{0034} En una modalidad, el aptédmero de la invencién tiene
sustancialmente la misma capacidad de unirse al IL-23 de
ratén como aquella de un aptimero que comprende una secuencia
de nucledtido seleccionada del grupo que consiste de la SEQ
ID NOS 124-134 y la SEQ ID NOS 199-202. En otra modalidad, el
aptamero de la invencién tiene sustancialmente 1la misma
estructura y sustancialmente la misma capacidad de unirse al
IL-23 de ratén que aguella de un aptamero que comprende una
secuencia de nucleétido seleccionada del grupe que consiste

de la SEQ ID NOS 124-134 y LA SEQ ID NOS 199-202.

[0035] En una modalidad, la presente invencién suministra
aptimeros que se unen a un IL-23 de ratén que comprende una
secuencia de 4&cido nucleico al menos 80% idéntica,
preferiblemente al menoa 90% idéntica, con una cualquiera de
las secuencias seleccionadas del grupo que cosiste de la SEQ
ID NOS 124-134 y la SEQ ID NOs 199-202. En otra modalidad, 1la
presente invencién suministra aptédmeros que comprenden 4
nucledtidos contiguos, preferiblemente 8 contiguos, méas
preferiblemente 20 nucleétidos contiguos que son idénticos a
una secuencia de 4, 8 o 20 nucleétidos contiguos en la regién
de secuencia Gnica de una cualquiera de las secuencias

seleccionadas del grupo que consiste de la SEQ ID NOs 124-134
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y las SEQ ID NOS 199-202. En otra modalidad, la presente
invencién suministra un aptémero capaz de unirse a IL-23 de
ratén o una variante de este que comprende una secuencia de
nuclebdétidos seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID

NOS 124-134 y la SEQ ID NOS 199-202.

[0036] En una modalidad, Los materiales de la Presente
invencién suministran aptameros que se unen especificamente
al IL-12. En una modalidad, el IL-12 al cual los aptameros de
la invencién se unen es el IL-12 humano mientras que en otra
modalidad el IL-12 es una variante del IL-12 humano. En una
modalidad de la variante del IL-12 desarroclla una funcién
bioldégica que es esenclalmente la misma que la funcién del
IL-12 humano y tiene sustancialmente la misma estructura y
substancialmente 1la misma capacidad de wunirse a dicho

aptamero como aquella del IL-12 humano.

[0037] En una modalidad, el IL-12 humano o una variante
de esta comprende una secuencia de aminodcido que es al menos
B0% idéntica, preferiblemente al menos 90% idéntica con una
secuencia que comprende la SEQ ID NOS 4 y/o 6. En otra
modalidad, el IL-12 humano o una variante de este tiene una

secuencia de aminodcido que comprende las SEQ ID NOS 4 y 6.

[0038] En una modalidad, el aptamero de la presente
invencién modula una funcién del IL-12 humano © una variante

de este. En una modalidad, el aptamero de la presente
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invencién estimula una funcidén del IL-23 humano. En otra
modalidad, el aptémero de la presente invencié4n inhibe una
funcién del IL~12 humano © una variante de este. En ain otra
modalidad, el aptdmero de la presente invencién inhibe una
funcién de IL-12 humano © una variante de esta in vivo. En
ain otra modalidad, el aptémero de la presente invencién
evita que el IL-12 se wuna al receptor IL-12. En una
modalidad, la funcién del IL-12 humano o una variante de esta
que es modulada por el aptamero de la invencién es mediar una
enfermedad asociada con el IL-12 humano tal como: enfermedad
autoinmune (que incluye pero ni estd limitada a la esclerosis
miltiple, artritis reumatoide, psoriasis, lupus eritematosos
gistémico, y enfermedad irritable del intestino (por ejemplo,
Enfermedad de Crohn y «colitis ulcerativa), enfermedad
inflamatoria, cédncer (que incluye pero no estd limitado a
cancer de colon, céncer de pulmbén, metdstasis de pulmén),

reabsorcién de hueso en la osteoporosis, y diabetes tipo I.

[0039] En una modalidad, la presente invencién suministra
aptameros gue son acido ribonucleico y acido
desoxiribonucleico. En una modalidad adicional, estos
aptameros de &cido ribonucleico o 4acido desoxiribonucleico
son de hebra simple. En otra modalidad, la presente invencién
suministra aptémeros que comprenden al menos una modificacién
guimica. En una modalidad, la modificacién se selecciona del
grupo que consiste de: wuna sustitucién quimica en una

posicién de azicar; una sustitucién quimica en una posicién
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de fosfato; y una sustitucién quimica en una poaicién de
base, del A4cido nucleico; en la incorporacién de un
nucledtido modificado; terminado en 3’; conjugacién de un
compuesto no inmunogénico de alto peso molecular; la
conjugacién de un compuesto lipofilico; y la modificacién de
una estructura de fosfato. En una modalidad, el compuesto de
alto pesc molecular no inmunogénico conjugado al aptémero de
la invencién es polialquilen glicel, preferiblemente
polietilen glico. En una modalidad, la modificacién de 1la
estructura comprende la incorporacién de uno o mas
fosforotioatos en la estructura de fosfato. En otra
modalidad, el aptamero de la invencién comprende la
incorporacién de menos de 10, menos de 6, © menos de 3

fosfotioatos en la estructura de fosfato.

[0040] En una modalidad, los materiales de la presente
invencién suministran wuna composicién farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un
aptamero que comprende una secuencia de Acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste de: la SEQ ID NOS 13-66,
SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ
ID NOS 124-130, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID
NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ ID
NOS 203-314, o una sal de estos, y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. En otra modalidad, los
materiales de la presente invencién suministran una

composicion farmacéutica que comprende una cantidad

"
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terapéuticamente efectiva de un aptdmero que comprende una
secuencia de Aacido nucleico seleccionada del grupo gque
consiste de la SEQ ID NO 14, SEQ ID NOS 17-19, SEQ ID NO 21,
SEQ ID NOS 27-32, SEQ ID NOS 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO
49, SEQ ID NOS 60-61, SEQ ID NOS 91-92, SEQ ID NO 94, y SEQ
ID NOS 103-118, o una sal de estos, y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. En una modalidad preferida, los
materiales de la presente invenciédn suministran una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un aptiamero que comprende una
secuencia de Aacido nucleico seleccionada del grupo que
consiste de la SEQ ID NO 177, SEQ ID NO 224 y SEQ ID NOS 309-

312.

[0041) En una modalidad, la presente invencién suministra
un método para tratar, prevenir o mejorar una enfermedad
mediada por IL-23, que comprende administrar la composicidén
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un
aptamero que comprende una secuencia de &cido nucleiceo
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO 13-66, SEQ
ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID
NOS 124-130, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOS
164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ ID NOS
203-314, a un vertebrado. En otra modalidad, la presente
invencién suministra un método para tratar, prevenir o
mejorar unas enfermedad mediada por IL-23 Y/O IL-12, que

comprende administrar 1la composicién que comprende una

Elis
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cantidad terapéuticamente efectiva de un aptémero que
comprende una secuencla de &acido nucleico seleccionada del
grupc que consiste de la SEQ ID NO 14, SEQ ID NOS 17-19, SEQ
ID NO 21, SEQ ID NOS 27-32, SEQ ID NOS 34-40, SEQ ID NO 42,
SEQ ID NO 49, SEQ ID NOS 60-61, SEQ ID NOS 91-92, SEQ ID NO
94, y SEQ ID NOS 103-118, a un vertebrado. En otra modalidad,
la presente invencién suministra un método para tratar,
prevenir o mejorar una enfermedad mediada por IL-23 y/o IL-
12, que comprende administrar la composicién que comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de un aptamero que
comprende una secuencia de A&acido nucleico seleccicnada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO 14, SEQ ID NOS 17-19, SEQ
ID NO 21, SEQ ID NOS 27-32, SEQ ID NOS 34-40, SEQ ID NO 42,
SEQ ID NO 49, SEQ ID NOS 60-61, SEQ ID NOS 91-92, SEQ ID NO
94, y SEQ ID NOS 103-118, a un vertebrado. En una modalidad
preferida la composicién comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un aptamero administrado a un
vertebrado que comprende una secuencia de 4&acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO 177, SEQ ID
NO 224 Y SEQ ID NOS 309-312. En una modalidad el vertebrado
al cual se le administra la composicién farmacéutica es un
mamiferc. En una mecdalidad preferida el mamifero es un
humano.

[0042] En una modalidad, la enfermedad tratada, evitada o
mejorada por los métodos de 1la presente invencién se
selecciona del grupo que consiste de: enfermedad autoinmune

(que incluye pero no estd limltada a esclerosis maltiple,

2Yo
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artritis reumatoide, soriasis, lupus eritematosus sistémico,
enfermedad irritable del intestino (por ejemplo Enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa), enfermedad inflamatoria, céncer
(que incluye pero no estd limitado a cancer de colon, cancer
de pulmén, y metdstasis de pulmén), reabsorcidédn de hueso en

la osteoporosis y diabetes tipo I.

[0043] En una modalidad, la presente invencién suministra
un método o diagnostico que comprende poner en contacto un
aptdmero con una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste de: SEQ ID NO 13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ
ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID NOS 124-134, SEQ ID
162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS
181-196, y SEQ ID NOS 199-314 con una composicién que se
sospecha que comprende ILR-23 y/o IL-12 o una variante de
estos, y detectar la presencia o ausencia del IL-23 y/o IL-12

0 una variante de estos.

[0044] En una modalidad, la presente invencién, suministra
un aptémero con una secuencia de &acido nucleico seleccionada
del grupo que consiste de SEQ ID NO 13-66, SEQ ID NOS 71-88,
SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID NOS 124-134, SEQ
ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID
NOS 176-178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ ID NOS 199-314 para
uso como diagnostico in vitro. En otra modalidad, la presente
invencién suministra un aptédmero con una secuencia de &acido

nucleico seleccionada del grup¢o gue consiste de SEQ ID NO 13-

2%
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66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118,
SEQ ID NOS 124-134, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ
ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ
ID NOS 199-314 para uso como un diagnostico in wvivo. En aldn
otra modalidad, la presente invencién suministra un aptémero
con una sescuncia de &cido nucleico seleccionada del grupo
que consiste de las SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ
ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118, SEQ ID NOS 124-134, SEQ ID
NOS 135-159, SEQ ID N0.162, y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS
176-178, SEQ ID NOS 1B81-196, y SEQ ID NOS 199-314 para uso en
el tratamiento, prevencién o mejoramiento de enfermedad in

vivo.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0045] La figura 1 es una representacidédn esquemidtica de la

interleuquina -12 de la familia de las citoquinas.

[0046]) La figura 2 es una representacién esquemdtica de la
seleccién de aptdmero in vitro (SELEX™) procesos de grupos de

oligonucleétidos de secuencia aleatoria.

[0047] La figura 3 es esquemdtica del. esquema de seleccién
in vitro para seleccionar los aptameros especificos al IL-23
al 1incluir el IL-12 en la etapa de seleccidén negativa
eliminando de esta manera las secuencias que reconocen el

p40, la subunidad comin tanto en IL-12 como IL-23.
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[0048] La figura 4 es una ilustracién de un PEG ramificado

de 40 kDa.

[0049] La figura 5 es una ilustracién de un PEG ramificado

de 40 kDa unido al extremo 5 de un aptémero.

[0050] La figqura 6 es una ilustracién que describe varias
estrategias de PEGilacién que representan la mono-PEGilacién
estdndar, la PEGilacién miltiple, y la dimerizacién por via

de PEGilacién.

[005]1) La figura 7 es una grafica que muestra la unién de
los grupos rRmY y rGmH al IL-23 después de varias rondas de

seleccién.

[0052] La figura BA es un esquema representativo de 1la
secuencia de la confiquracién de las estructuras secundarias
predichas de los aptdmeros IL-23 tipo 1; la figura 8B es un
esquema representativo de las secuencias y la configuracién
de la estructura secundaria predicha de varios aptameros tipo

2 IL-23.

[0053] La figura 9A prevalece un esquema de de las
secuenclas de aptamerc minimizadas de las configuraciones de
estructuras secundarias predichas para aptémeros IL-23 tipo

1l; la figura 9B es esquemdtica de la secuencia de aptémero
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minimizada y las configuraciones de estructura secundaria

para aptémeros IL-23 tipo 2.

[0054] La figura 10 describe la estructura del cuarteto G

predicha para el dRmY minimero ARC979 (SEQ ID NO 177).

[0055] La figura 11 es una grafica que muestra el
incremento de la fluorescencia NMM en ARCS79 (SEQ ID NO 177),
que confirma que el ARCY979 adopta una estructura de cuarteto

G-

[0056] La figura 12 es una grifica de La curva de unién de
competicién del ARC979 (SEQ ID NO 177), analizada con base n

la unién total [aptémero] que utiliza 50 nM de IL-23.

[0057] La figura 13 es una grdfica de la curva de unién de
competicién del ARCY979 (SEQ ID NO 177), analizada con base en

la unién [aptamero] que utiliza 250 nM de IL-12.

[0058] La figura 14 es una grafica de las curvas de unién
directas para el ARC979 (SEQ ID NO 177), bajo dos diferentes
condiciones de reaccién de unién (IXPBS (SIN Ca™ o Mg™) o IX

Dulbeccos PBS (CON Ca'* y Mg™).

[0059] La figura 15 es una grafica de las curvas de unién

directas de los derivados de fosforotioato de ARCY979 (SEQ ID
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NO 177) que describe la sustitucién de fosforotiocato simple

que producen una unién de proporcién incrementada al IL-23.

[0060] La figura 16 es una gr&fica de las curvas de unién
para los derivados de fosforotioato ARC979 (SEQ ID NO 177)
que describe que la sustitucién de fosforotiocato simple

compiten para el IL-23 a una afinidad mayor que ARC979.

[0061] La figura 17 es una grdfica de lasa curvas de unién
directas para los derivados optimizados ARC1624 (SEQ ID NO
310) y ARC1625 (SEQ ID NO 311), comparado con el aptédmero

ARC979 padre (SEQ ID NO 177) (ARCB95 es de contrcl negativo).

[0062] La figura 1B es una qgrafica que describe la
estabilidad de plasma del ARC979 (SEQ ID NO 177) comparado

con las construcciones de los derivados ARCY979 optimizados.

[0063] La figura 19 es una representaciédn esquemitica del
ensayo TransAM™ utilizado para medir la actividad STAT3 en
listados de células de blasto PHA dispuestas a los aptameros

de la invencién.

[0064] La figura 2 es un diagrama de flujo del protocolo
utilizado para la deteccién del 1IL-23 inducido por
fosforilacién del STAT3 en los Blastos PHA expuestos a los

aptémeros de la invencién.
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[0065] La figura 21 es una grdfica representativa que
muestra el efecto inhibitorio de 1los aptédmeros IL-23
parenterales de la composicién rRfY comparada con sus
respectivos clones optimizados sobre la fosforilacién  SAT3
inducida por IL-23 en Blastos PHA que utilizan el ensayo

TransAM™.

[0066] La fiqura 22 es vuna gradfica de la inhibicién
porcentual de la fosforilacién STAT3 inducida por IL-23
mediante los aptémeros IL-23 de la composicién dRmY en el
ensayo transAM™ (ARC793) (SEQ ID NO 163) que es un aptamero

de no unién).

[0067] La figura 23 es una grafica de 1la inhibicién
porcentual de la forforilacidén STAT3 inducida por IL-23
mediante los aptameros IL-23 de la composicién dRmY (ARC621)
(SEQ ID NO 108), ARC627 (SEQ ID NO 110)) comparado con sus
respectivos clones optimizados (ARC979 (SEQ ID NO 177),
ARC980, (SEQ ID NO 178), ARC9B2 (SEQ ID NO 1B0) en el ensayo
TransAM™.

[0068] La figura 24 es una gré&fica de 1la inhibicién
porcentual del IL-23 inducido por la fosforilacién de STAT3
por ARC979 (SEQ ID NO 177) y dos clones derivados optimizados
del ARC979 (ARC1624) (SEQ ID NO 310) y ARC1625 (SEW ID NO

311)) en un ensayo Pathscan® .

2N
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[0069] La figqura 25 es un grdfica que compara la
activacién del STAT3 inducido por IL-23 de humano y de ratén

en Blastos PHA de humano, medidos mediante el ensayo

TransAM™.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0070] Los detalles de una o mas modalidades de 1la
invencién se establecen en la descripcién que acompafia
adelante. Aungque cualquier método y materiales similares
equivalentes a aquellos descritos aqui se pueden utilizar en
la practica o ensayo de la presente invencién, los métodos y
materiales preferidos son ahora descritos. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas de la invenciédn serin
evidentes de la descripcién. En la especificacién, las formas
singulares también incluyen 1las plurales a menos que el
contexto claramente dicte otra cosa. A menos que se defina de
otra manera, todos los férminos técnicos y clentificos
utilizados aqui tienen el mismo significado que se entiende
cominmente por un extracto en la técnica al cual pertenece la
invencién. En el caso de conflicto, la presente

especificacién seria el control.
EL METODO SELEX™

(0071} Un método adecuado para generar un aptimero es con

el proceso titulado “Systematic BEvolution of Ligands
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Enrichment” (“SELEX™”) descrito de manera general n la Figura
2. El proceso SELEX™ es un método para evolucién in vitro de
moléculas de 4cido nucleico con una unién altamente
especifica para las moléculas blanco y se describe en, por
ejemplo, la Solicitud de Patente Ser. No. 07/536,428,
presentada en Enero 11, 1990, ahora abandonada, la Patente
U.5. No. 5,375,096 titulada “Nucleic Acid Ligands”, y la
Patente U.S. No. 5,270,163 (ver también WO 91/19813) titulada
“Nucleic Acid Ligands”. Cada 1ligando de acido nucleico
identificado SELEX™. Es decir, cada aptémero es un ligando
especifico de un compuesto o molécula blance dado. El proceso
SELEX™ que estd basado en la tnica interioridad de qur los
acidos nucleicos tienen suficiente capacidad para formar una
variedad de estructuras di o tri dimensionales y suficiente
versatilidad quimica disponible dentro de los monémeros para
actuar como ligandos (es decir formar pares de unién
especifico) con virtualmente cualquier compuesto quimico, sea
monomérico o polimérico. Las moléculas de cualquier tamafio o

composicién pueden servir como blancos.

[0072] El SELEX™ confia como un punto de partida luego de
una libreria o grupo grande de oligonucleétidod de hebra
simple que comprenden secuencias aleatorisadas. Los
oligonucledétidos pueden ser ADN, ARN, o hibridos ADN/ARN
modificados o no modificados. En algunos ejemplos, los grupos
comprenden oligonucleétidos 100% aleatorios o parcialmente

aleatorios. En otros ejemplos, los grupos comprenden
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oligonucledtidos aleatorios o parcialmente aleatorios que
contienen al menos una secuencia fija y/o la secuencia
conservada e incorporada dentro de la secuencia aleatorizada.
En otros ejemplos, el grupo comprende oligonucledtidos
aleatorios o parcialmente aleatorios que contiene al menos
una secuencia fija y/o la secuencia conservada en su extremo
5’ y/o 3’ el cual puede comprender una secuencla compartida
sobre todas las moléculas de grupo de oligonucledtidos. Las
secuencias fijas son secuencias comunes a los
oligonucleétidos en el grupo que sSe incorporan para un
propésito pre seleccionado tal como, 1los motivos CpG
descritos adicionalmente adelante, los sitios de
hibridizacién para 1los iniciadores PCR, 1las secuencias
promotoras para las polimerasas ARN (por ejemplo T3, T4, T7,
y SP6), los sitios de restriccién, o las secuencias homo
polimérica, tales como los tractos Poli A o Poli T, los
nicleos cataliticos, los sitios para la unién selectiva a
columnas de afinidad, y otras secuencias para facilitar la
clonacién y/o la secuenciacién de un oligonucleétido de
interés. Las secuencias conservadas son secuencias,
diferentes de las secuencias fijas previamente descritas,
compartidas por un niimero de aptdmeros que se unen al mismo

blanco.

[0073] Los oligonucledtidos de grupo incluye
preferiblemente una porcién de secuencia aleatorizada asi

como también las secuencias fijas necesarias para la

#
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amplificacién eficiente. Tipicamente los oligonucleétidos del
grupo de partida contienen secuencias terminales 5’ y 3f
fijas que flanquean uné regién interna de 30-50 nucledtidos
aleatorios. Los nucledtidos aleatorizados se pueden producir
mediante un nimeroc de formas que incluyen la sintesis quimica
y la selecciédn de tamafio de los A&cidos nucleicos celulares
aleatoriamente privados. La variacién de la secuencla en los
dcidos nucleicos de ensayoc también se introduce o se
incrementa por la mutagénesis antes o durante las

interacciones de seleccién/amplificacién

[0074] La porciétn de la secuencia aleatoria de los
oligonuclebétidos puede ser de cualquier longitud y puede
comprender ribonucleétidos y/o desoxiribonucleétidos y puede
incluir nucleétidos modificados o no naturales o Andlogos de
nucledtido. Ver, por ejemplo la Patente U.S 5,958,691; La
Patente U.S No. 5,660,985; La Patente U.S. No. 5,958,691; la
Patente U.S. No. 5,698,687; la Patente U.S. No. 5,817,635; la
Patente U.S. No. 5,672,695, y la Publicacién PCT WO 92/07065.
Random Los oligonucleétidos aleatorios se pueden sintetizar
de oligonucleétidos ligados a fosfodiéster que utiliza
técnicas de sintesis de oligonuclebétido de fase sélida bien
conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, Froehler et al.,
Nucl. Acid Res. 14: 5399-5467 (1986) y Froehler et al., Tet.
Lett. 27: 5575-5578 (1986). Los oligonucleétidos aleatorios
también se pueden sintetizar utilizando métodos de fase de

solucién tal como los métodos de sintesis de triéster. Ver,
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por ejemplo, Socod et al., Nucl. Acid Res. 4: 2557 (1977) y
Hirose et al., Tet. Lett. 28: 2449 (1578). La sintesis tipica
llevada a cabo sobre un equipo de sintesis de ADN
automatizado produce 10'-10'® moleculas individuales, un
nimero suficiente para la mayoria de los experimentos SELEX™.
Las regiones suficientemente grandes de secuencias aleatorias
en el disefio de secuencia incrementa la probabilidad de cada
molécula sintetizada represente probablemente una secuencia y

dnica.

[0075] La libreria de partida de los oligonucleédtidos se
puede generar mediante sintesis quimica automatizada a un
sintetizador de AN. Para sintetizar 1las secuencias
aleatorizadas las mezclas de todos los 4 nuclebétidos se
agregan a cada etapa de adicién de nucledtido durante el
proceso de sintesis, permitiendo la incorporacién aleatoria
de los nucledétidos. Como se establecié anteriocrmente, en una
modalidad, los oligonucledtidos aleatorios comprenden
secuencias completamente aleatorias; sin embargo, en otras
modalidades, los oligonuclebtidos aleatorios pueden
cpmprender estiramientos de secuencias no aleatorias o
parcialmente aleatorias. Las secuencias parcialmente
aleatorias se pueden quedar al agregar los 4 oligonucleétidos

en diferentes proporcicnes molares en cada etapa de adicién.

[0076] La libreria de partida de los oligonucledtidos

puede ser ARN o ADN. En aquellos casos en donde la libreria
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de ARN va a ser utilizada como libreria de partida es
tipicamente generada al transcribir la libreria de ADN in
vitro utilizando polimerasa ARN T7 o polimerasas ARN 7T
modificadas y purificadas. Las librerfias ARN o ADN son
entonces mezcladas con los blancos bajo condiciones
favorables para unir y someter las iteracciones en forma de
paso de unién, mediante particién o amplificacién utilizando
el mismo esquema de seleccidén general, para lograr
virtualmente cualqulier criterio deseado de afinidad de unién
y selectividad. Mas especificamente, partiendo con una
mezcla que contiene un grupo de partida de &cidos nucleicos,
el método SELEX™ incluye las etapas de: (a) poner en contacto
la mezcla con el blanco bajo condiciones favorables para la
unién; (b) particionar los Acidos nucleicos no unidos de
aquellos 4cidos nucleicos que tienen que sean especificamente
-unido a las moléculas blanco; (c) disociar los complejos de
dcldo nucleico-blanco; (d) amplificar los A&acidos nucleicos
disoclados de los complejos de d&acido nucleico-blance para
producir una ligando-mezcla enriquecida de &acido nucleico; y
(e) reiterar las etapas de unir, particionar disociar vy
amplificar a través de muchos ciclos como se desea para
producir ligéndoos de acido nucleico altamente especificos,
de alta afinidad a la molécula blanco. En aquellos casos
donde los aptameros de ARN sin seleccionados, el método
SELEX™ comprende ademAs las etapas de (i) transcribir de
manera inversa los é&cidos nucleicos disociados de los

complejos de &cido nucleico-blanco antes de la amplificacién
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en la etapa ({d); (ii) transcribir 1los 4cidos nucleicos

amplificados de la etapa (d) antes de iniciar los procesos.

[0077] Dentro de una mezcla de dcido nucleico que contiene
y un gran numero de posibles secuencias y estructuras, existe
un amplio rango de afinidades de unién para un blanco dado.
Una mezcla de acido nucleico que comprende, por ejemplo, un
segmento aleatorizado de 20 nucleétidos puede tener 42°
posibilidades de candidatos. Aquellos que tienen constantes
de alta de mayor afinidad para los blancos se unen de manera
mads probable al blanco. Después de ©particionar, la
disociacién y la amplificacién se genera una segunda mezcla
de 4cido nucleiceo, enriquecida por los candidatos de mayor
afinidad de unién. Las rondas adicionales de seleccién
favorecen progresivamente a los mejores ligandos hasta que la
mezcla de &cido nucleico resultante estd predominantemente
compuesta de solamente una o pocas secuencias. Estos pueden
ser clonados, secuenciados e individualmente ensayados para

afinidad de unién como ligandos o aptameros puros.

[o078] Los ciclos de la seleccién y amplificacién son
repetidos hasta que se logre la meta deseada. En el caso mas
general, la seleccién/amplificacién se continda hasta que no
se logra ninguna mejora significativa en el poder de unién
sobre la repeticidén del ciclo. E1l método se utiliza
tipicamente para muestrear aproximadamente 10'* diferentes

especies de é&cido nucleico pero se debe utilizar para
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muestrear tanto como 10 diferentes especies de 4&cido
nucleico. De manera general, las moléculas de aptamero de
4cido nucleico se seleccionan en un procedimiento de 5 a 20
ciclos. En una modalidad, la heterogeneidad se introduce
solamente en las etapas de seleccidén inicial y no ocurre a

través de los procesos de replicacién.

[0079] En una modalidad del SELEX™, el proceso de
seleccién es tan eficiente al aislar estos ligandos de aAcido
nucleico que se unen més fuertemente al blanco seleccionado,
que solamente se requiera un ciclo de seleccién vy
amplificacién. Tal seleccién eficiente puede ocurrir, por
ejemplo, en un proceso tipo cromatogrdfico en donde 1la
capacidad de los acidos nucleicos a asociarse con los blancos
unidos sobre una columna operan de tal manera que la columna
es suficientemente capaz de permitir la separacién y el
aislamiento de los ligandos de acido nucleico de mas alta

afinidad.

[oo80] En muchos casos, no es necesariamente deseable
desarrollar las etapas iterativas del SELEX™ hasta que se
identifica el ligando de &cido nucleico simple. La solucién
del ligando de &cido nucleico especifica de blanco puede
incluir wuna familia de estructuras de 4&cido nucleico o
motivos que tengan un nimero de secuencias conservadas y un
nimero de secuencias que se puedan sustituir o agregar sin

afectar significativamente la afinidad de los ligandos de

H
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4cido nucleico al blanco. Al terminar el proceso SELEX™ antes
de completarse, es posible determinar la secuencia de un
nimero de miembros de la familia de solucién de ligando de

adcido nucleico.

[0081]) Una variedad de estructuras primaria, secundaria y
terciaria de &cido nucleico son conocidas que existen. Las
estructuras o motivos que se han mostrado méds cominmente
involucradas en las interacciones tipo no Watson-Crick se
denominan como estructuras en orquilla, abombamientos
gimétricos y asimétricos, seudo nudos y miriadas de
combinaciones de los mismos. Casi todos los casos conocidos
de tales motivos sugieren que ellos se pueden formar en una
secuencia de 4&clido nucleico de no mads de 30 nuclebétidos. Por
esta razén, se prefiere a menudo que los procedimientos
SELEX™ con segmentos aleatorizados contiguos se inicien con
gecuencias de A4cido nucleico que contienen un segmento
aleatorizado de entre aproximadamente 20 a aproximadamente 50
nucleétidos y en algunas modalidades, aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 nucleétidos. En un ejempleo, la secuencia
fija 5’-aleatoria fija: 3’ comprende una secuencia aleatoria

de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 nucledbétidos.

[0082] El método SELEX™ de nlicleo se ha modificado para
lograr un numero de objetivos especificos. Por ejemplo, la
patente U.S. No. 5,707,796 describe el uso del SELEX™ en

conjunto con la electroforesis de gel a las moléculas de

o
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acido nucleico seleccionadas con caracteristicas
estructurales especificas, tales como el ADN doblado. La
patente U.S. No.5,763,177 describe los métodos basados en
SELEX™ para seleccionar los ligando de &cido nucleico que
contienen grupos foto reactivos capaces de unirse y/o foto
reticulantes y/o foto inactivantes a una molécula blanco. La
patente U.S. No. 5,567,588 y la patente U.S. No. 5,861,254
describe los métodos basados en SELEX™ que logran
particionamiento altamente eficiente entre los
oligonucledtidos que tienen afinidad alta y baja para 1la
molécula blanco. lLa patente U.S. No. 5,496,938 describe los
métodos para obtener ligandos de dacido nucleico mejorados
después de que el proceso SELEX™ se ha desarrolladoe. La
patente U.S. No. 5,705,337 describe métodos para ligar

covalentemente un ligando a su blanco.

[0083] El SELEX™ también se puede utilizar para obtener
ligandos de A4cido nucleico que se unen a mas de un sitio
sobre la molécula blanco, y para obtener ligandos de &cido
nucleico que incluyen especies de &cideo no nucleico que se
unen a sitios especificos sobre el blanco. E1 SELEX™
suministra medios para aislar e identificar los ligandos de
dcido nucleico que se unen a cualquier blanco previsible, que
incluyen moléculas grandes y pequeflas tales como proteinas
que se unen al acido nucleico y proteinas no conocidas que se
unen a Acidos nucleicos como parte de su funcién biolédgica

asi como también cofactores de otras moléculas pequeflas. Por

X
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ejemplo, la Patente U.S. No. 5,580,737 describe secuencias de
&dcido nucleico identificadas a través del SELEX™ que son
capaces de unirse con alta afinidad a cafeina y al andalogo

cercanamente relacionado, teofilina.

[0084] El contra SELEX™ es un método para mejorar la
especificidad de los 1ligandos de 4&cido nucleico a una
molécula blanco para eliminar las secuencias del ligando de
dcido nucleico con reactividad cruzada a una o mé&s moléculas
no blanco. El contra SELEX™ esta comprendido de la etapas
de: (a) preparar una mezcla candidato de &acido nucleico;
(b)poner en contacto las mezclas candidato con el blanco, en
donde los 4cidos nucleicos que tienen una afinidad creciente
con el blanco con relacién a la mezcla candidato se puede
particionar del resto de la mezcla candidato; (c) particionar
los A4cidos nucleicos de afinidad creciente del resto de la
mezcla candidato; (d) disociar 1los 4acidos nucleicos de
afinidad creciente del blanco; (e) poner en contacto los
dcidos nucleicos de afinidad creciente con una o mas
moléculas no blanco de tal forma que son removidos los
ligandos de Acido nucleico con afinidad especifica para el o
las moléculas no blanco; (f) amplificar los acidos nucleicos
con afinidad especifica solamente por la molécula blanco para
producir una mezcla de acidos nucleicos enriquecidos para las
secuencias de &4cido nucleico con una afinidad relativamente
mayor y una especificidad para la unién a la molécula blanco.

Como se describié anteriormente para el SELEX™, los ciclos de

ol
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la seleccién y amplificacién son repetidos segin sea

necesario hasta que se obtenga la meta deseada.

[0085] Un problema potencial encontrado en el uso de los
4cidos nucleicos como terapéuticos y vacunas es que los
oligonucleétidos en su forma fosfodiéster puede ser
rdpidamente degradada en los fluidos del cuerpo mediante
encimas 1intracelulares vy extracelulares tal como las
endonucleasas y exonucleasas antes de que se manifieste el
efecto deseado. E1 método SELEX™, comprende asi 1la
identificacién de los ligandos de &cido nucleico de alta
afinidad que contiene los nuclebétidos modificados que
confieren caracteristicas mejoradas sobre el 1ligando, tal
como estabilidad mejorada in vivo caracteristicas de
suministro mejoradas. Los ejemplos de tales modificaciones
incluyen sustituciones quimicas de la ribosa y/o fosfato y/o
posiciones base. El SELEX™ 1ligandos de 4&cido nucleico
identificados que contienen nuclebétidos modificados se
describe, por ejempleo, en la patente U.S. No. 5,660,985, que
describe los oligonucleétidos que contienen los derivados de
nucleétide quimicamente modificados en 1la posicién 2’de
ribosa, posicién 5 de pirimidina, y posicién B de purinas, en
la Patente Uu.s. No. 5,756,703 que describe los
oligonucleétidos que contienen varias pirimidinas modificadas
en 2’, y la Patente U.S. No. 5,580,737 que describe ligandos

de é4cido nucleico altamente especificos que contienen uno o
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méds nuclebdtidos modificados con los sustituyentes 2’-amino

(2’ -NHz), 2'=-fluoro (2’'-F), y/o 2'-0-metil (2’-OMe).

{00861 Las modificaciones de los ligandos de acido
nucleico contempladas en esta invencién incluyen, pero no
estdn limitadas a, aqguellas que suministran otros grupos
quimicos que incorporan cargas adicionales, polarizabilidad,
hidrofobicidad, unién de hidrégeno, interaccién
electroestdtica, y funcionalidad a las bases de ligando de
&cido nucleico o al ligando de &cido nucleico como un todo.
Las modificaciones para generar las poblaciones de
nucleétidos que son resistentes a las nucleasas también
pueden incluir uno o mas enlaces de inter nucledtido
sustitutos, azucares alterados, bases alteradas, o
combinaciones de estos. Tales modificaciones incluyen, pero
no estén limitadas a, modificaciones en el azGcar de la
posicién 2’, modificacicnes en la pirimidina de la posicién
5, modificaciones en 1la purina de la posicién 8,
modificaciones en las aminas exociclicas, sustitucién de 4-
tiouridina, sustitucién de 5-bromo o 5-yodo-uracilo;
modificaciones de la estructura, modificaciones de
fosforotioato o alquil fosfato, metilaciones, y combinaciones
de pares base inusuales tales como isocitidina de isobases e
isoguanosina. Las modificaciones también pueden incluir las

modificaciones 3’ y 5’ tales como la caperuza.

(¥
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[0087] En una modalidad, se suministran oligonucleétidos
en los cuales el grupo P(0)0O se reemplaza por P(O)S
(“tioato”), P(S)S (“ditioato”), P(O)NR: (“amidato”), P(O)R,
P(O)OR; CO o CH; (“formacetal”} o 3’-amina (-NH-CH,-CHz-), en
donde cada R o R’ es independientemente H o alquilo
sustituido o no sustituido. Los grupos de enlace se pueden
unir a nucleétidos adyacentes a través de un enlace -0-, -N-,
© =S-. No todos 1los enlaces en los oligonuclebétidos se
requlere que sean idénticos. Como se utilizé aqui, el término
fosforotioato comprende uno o mis &tomos de oxigeno sin
puente en una unién fosfodiéster reemplazada por uno o mas

dtomos de azufre.

[o088] En modalidades adicionqles, los oligonucleétidos
comprenden grupos de azdcar modificados, por ejemplo, uno o
mads de los grupos hidroxilo es reemplazado con halégeno,
grupos alifaticos, o funcionarizados como éteres o aminas. En
una modalidad, la posicién 2’ del residuo furanosa es
sustituida por cualquiera de los grupos O-metilo, O-alquilo,
O-alilo, S-alquilo. S-alilo. o halo. Los métodos de sintesis
de los azucares 2’'-modificados se describen, por ejemplo, en
Sproat, et al., Nucl. Acid Res. 19:733-738 (1991); Cotten, et
al., Nucl. Acid Res. 19:2629-2635 (1991); y Hobbs, et al.,
Biochemistry 12:5138-5145 (1973). Otras modificaciones son
conoclidas por un experto en la técnica. Tales modificaciones
pueden ser modificaciones del proceso pre-SELEX™ o

modificaciones del proceso post- SELEX™ (modificacién de
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ligandos no modificados previamente identificados) o se

pueden hacer mediante la incorporacién del proceso SELEX™.

[0089] Las modificaciones del proceso pre- SELEX™ o
aquellas hechas mediante la incorporacién en el proceso
SELEX™ que producen ligandos de &cido nucleico con tanto
especificidad para el blanco SELEX™ como estabilidad
mejorada, por ejemplo, estabilidad in vivo. Las
modificaciones del proceso post- SELEX™ hechas a los ligandos
de Acido nucleico pueden dar como resultado una estabilidad
mejorada, por ejemplo, estabilidad in vivo sin afectar
adversamente la capacidad de unidén del 1ligando de A&cido

nucleico.

[0090} El método SELEX™ comprende combinar los
oligonucleétidos seleccionados con otros oligonucleétidoes
seleccionados y unidades funcionales de no oligonucleétido
como se describe en la Patente U.S. No. 5,637,459 y Patente
U.S. No. 5,683,867. El1 método SELEX™ comprende ademas
combinar los ligandos de acido nucleico seleccionados con
compuestos n¢ inmunogénicos de alto peso molecular en un
diagnéstico o complejo terapéutico, como se describié, por
ejemplo, en la Patente U.S. No. 6,011,020, la Patente U.S.
No. 6,051,698, y la publicacién PCT No. W098/18480. Esas
patentes y solicitudes enseflan la combinacién de un arreglo
amplio de formas y otras propiedades, con la amplificacién

eficiente Yy las propiedades de replicacidn de

5
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oligonucledtidos, y con las propiedades deseables de otras

moléculas.

[0091] La identificacién de los ligandos de &cido nucleico
a péptidos pequefios, flexibles por via del método SELEX™
también se ha explorado. Los péptidos pequefios tienen
estructuras flexibles y usualmente existen en solucién en
equilibrio de conformadores miltiples, y asi se pensd
inicialmente que las afinidades de unién se pueden limitar
por la entropia conformacional perdida luego de la unién a un
péptido flexible. Sin embargo, la factibilidad de identificar
los ligandos de a&cido nucleico a los péptidos pequeflos en
solucién se demostré en la Patente U.S. No. 5,648,214. En
esta patente, los ligandos de Acido nucleico de ARN de alta
afinidad a la sustancia P, un péptido de 11 amino acidos, se

identificé.

[0092] Los aptémeros con especificidad y afinidad de unién
a &l o los blancos de la presente invencién se seleccionan
tipicamente por el procesc SELEX™ como se describié aqui.
Como parte del proceso SELEX™, las secuencias seleccionadas
para unirse al blancc son .1uego opcionalmente minimizadas
para determinar la secuencia minima que tiene la afinidad de
unién deseada. Las secuencias seleccionadas y/o las
Secuencias minimizadas son opcionalmente wutillzadas al
desarrollar muta génesis aleatoria o dirigida de la secuencia

para incrementar la afinidad de unién o alternativamente para

%
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determinar que posiciones en la secuencia son esenciales para
la actividad de unién. Adicionalmente, 1las selecciones se
pueden desarrollar c¢on Ssecuencias que incorporan los
nucleétidos modificados para estabilizar las moléculas de

aptémero contra la degradacién in vivo.

SELEX™ 2’MODIFICADO

[0093] Con el fin de que un aptémero sea adecuado para
usar como un terapéutico, éste es preferiblemente no costoso
de sintetizar, segquro y estable in vivo. Los aptémeros de ARN
y ADN tipo silvestre son tipicamente no estables in vivo en
razén de su susceptibilidad a 1la degradacién por las
nucleasas. La resistencia a la degradacién por las nucleasas
puede ser mayormente incrementada mediante la incorporacién

de grupos modificantes en la posicién 2'.

[0094)] Los grupos fluoro y amino han sido exitosamente
incorporados en los grupos de oligonucleétidos de los cuales
los aptdmeros han sido subsecuentemente seleccionados. Sin
embargo, estas modificaciones incrementan mayormente el costo
de sintesis del aptémero resultante, y pueden introducir
preocupaciones de seguridad en algunos cascs en razén de 1la
posibilidad de que los nucleétidos modificados pudieran ser
reciclados en el ADN huésped mediante la degradacién de los
oligonucleétidos modificados y el subsecuente uso de los

nucleétidos como sustratos para la sintesis de ADN.
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[0095] Los aptameros .que contienen los nucleétidos 2'-0-
metilo (“2’-OMe”), como se suministra aqui, solucionan muchos
de estos inconvenientes. Los oligonucleétidos que contienen
los nucle6étidos 2'-OMe son resistentes a las nucleasas y poco
costosos de sintetizar. Aunque los nucledtidos 2’-OMe son
ubicuos en los sistemas bioldgicos, las polimerasas naturales
no aceptan los 2’-OMe NTP como sustratos bajo condiciones
fisiolégicas, asi no existen preocupaciones de seguridad
sobre el reciclamiento de los nuclebétidos 2‘-OMe ;n un ADN
huésped. E1 método SELEX™ utilizado para generar los
aptameros 2’'-modificados como se describié, por ejemplo, en
la Solicitud de Patente Provisional U.S. Serie No.
60/430,761, presentada en diciembre 3, 2002, la Solicitud de
Patente Provisional U.S. Serie No. 60/487,474, presentada en
julio 15, 2003, la Solicitud de Patente Provisional U.S.
Serie No. 60/517,039, presentada en noviembre 4, 2003, 1la
Solicitud de Patente U.S. No. 10/729,581, presentada en
diciembre 3, 2003, y La Solicitud de Patente U.S. No.
10/873,856, presentada en junio 21, 2004, titulada “Method
for in vitro Selection of 2’-0O-metil Substituted Nucleic
Acids”,cada una de las cuales se incorpora aqui como

referencia en su totalidad.

[0096] La presente invencién incluye los aptidmeros que se
unen a y modulan la funcién de IL-23 y/o IL-12 que contiene

los nucleétidos modificados (por ejemplo, nuclebétidos que

%
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tienen una modificacién en la posicién 2') para hacer los
oligonucledétidos més estables que los oligonuclebétidos no
modificados a la degradacién enzimdtica y quimica asi como
también a la degradacién térmica y fisica. Aunque existen
varios ejemplos de aptameros que contienen 2’-OMe en la
literatura (ver, por ejemplo, Green et al., Current Biology
2,683-695, 1995) éstos fueron generados mediante seleccién in
vitro de librerias de transcriptos modificados en los cuales
los residuos C y U fueron 2'-fluoro (2’-F) sustituldos y los
residuos A y G fueron 2’-0H. Una vez la secuencias
funcionales se identificaron entonces cada uno de 1los
residuos A y G se ensayd para la tolerancia a la sustitucién
de 2’'-OMe, y el aptamero se resintetizé tenliendc todos los
residuos A y G los cuales toleraron la sustitucién 2’-OMe
como los residuos 2’'-OMe. La mayoria de los residuos A y G de
los aptameros generados en esta sustitucién toleran la forma
de dos etapas con los residuos 2’'-0OMe, aunque, en promedio,
aproximadamente el 20% no. Consecuentemente, los aptémeros
generados utilizando este métod'o tienden a contener de dos a
cuatro residuos 2’'-0H, y la estabilidad y costo de 1la
sintesis se compromete como un resultado. Al incorporar los
nucledétidos modificados en la reaccidn de transcripciédn que
generan los oligonucleétidos estabilizados utilizados en los
grupos de oligonucledétidos de los cuales son selecclionados
los aptameros y enriquecides por el SELEX™ (y/o cualquiera de
sus varlaciones y mejoras, que incluyen aquellas descritas

aqui), los métodos de la presente invencién eliminan 1la
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necesidad de estabilizar los oligonuclebétidos de aptamero
seleccionados (por ejemplo, al resintetizar los
oligonucleétidos de aptamero con los nuclebdétidos

modificados).

[0097] En una modalidad, la presente invencién suministra
aptameros que comprenden combinaciones de 2’-OH, 2'-F, 2'-
desoxi, y las modificaciones 2’'-OMe de los nuclebétidos ATP,
GTP, CTP, TTP, Y UTP. En otra modalidad, 1la presente
invencién suministra los aptameros que comprenden las
combinaciones de las modificaciones 2’-0H, 2'-F, 2'-desoxi,
2'-OMe, 2'-NHz, y 2’ -metoxietilo de los nucleétidos ATP, GTP,
CTp, TTP, y UTP. En otra modalidad, la presente invencién
suministra los aptameros que comprenden 5% combinaciones de
las modificaciones 2’-0H, 2'-F, 2'-desoxi, 2'-OMe, 2’'-NH;, Yy

2’ -metoxietilo de los nucleétidos ATP, GTP, CTP, TTP, Y UTP.

[0098] Los aptémeros 2’ modificados de la invencién son
creados utilizando polimerasas modificadas, por ejemplo, una
polimerasa T7 modificada, que tiene wuna proporcién de
incorporacién de nucleébétidos modificados que tienen
sustituyentes en masa en la posicién 2' de furanosa que es
mayor que aquella de las polimerasas tipo silvestre. Por
ejemplo, en una polimerasa T7 mutante simple (Y639F) en la
cual el residuo de tirosina en la posicién 639 ha sido
cambiado por fenilalanina utiliza fAcilmente la 2’desoxi,

2’ amino-, 2’ fluoro—nucleébdtido trifosfatos (NTP) como

75l
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sustratos y han sldo ampliamente utilizados para sintetizar
los ARN modificados para una variedad de aplicaciones. Sin
embargo, esta polimerasa T7 mutante no puede reportadamente
utilizar (es decir, incorporar) los NTP con los sustituyentes
2’ de masa tales como los sustituyentes 2'-OMe o 2’-acido
(2'-N3). Para la incorporacién de 1los sustituyentes 2’ de
masa, un mutante de polimerasa T7 doble (Y639F/H784A) que
tiene la histidina en la posicién 784 cambidé a un residuo de
alanina en adicién a la mutacién Y639F que ha sido descrita y
ha sido utilizada en circunstancias limitadas para incorporar
los NTP de la pirimidina modificada. Ver Padilla, R. and
Sousa, R., Nucleic Acids Res., 2002, 30(24):138. Una
polimerasa T7 mutante simple (H784A) que tiene la histidina
en la posiclédn 784 cambiado a un residuo alanina también ha
sido descrita. Padilla et al., Nucleic Acids Research, 2002,
30:138. En ambas polimerasas T7 la mutante doble Y639F/H784A
y la mutante simple H784A, el camblo al residue de amino
dcido més pequefio tal como alanina permite la incorporacién
de sustratos de nuclebétido con mds masa, por ejemplo, los

nucleédtidos sustituidos 2’ -QMe.

[0099] De manera general, se ha encontrado que bajo las
condiciones descritas aqui, el mutante simple Y693F se puede
utilizar para 1la incorporacién de todos los NTP 2’-OMe
sustituidos excepto el GTP y el mutante doble Y639F/H784A se
puede utilizar para la incorporacién de todos los NTP 2'-OMe

sustituidos que incluyen el GTP. Se espera que el mutante



WO 2005/086835 53 PCT/US2005/007666

simple H784A posea propiedades similares a los mutantes Y639F

y Y639F/H784A utilizados bajo las condiciones descritas aqui.

{00100] Los oligonucleétidos 2’-modificados pueden ser
sintetizados completamente de nuclebétidos modificados, © con
un subconjunto de nucledétidos modificados. Las modificaciones
pueden ser iguales o diferentes. Todos los nuclebdétidos se
pueden modificar, y todos pueden contener las mismas
modificaciones. Todos los nuclebétidos se pueden modificar,
pero contener diferentes modificaciones, por ejemplo, todos
los nucleétidos que contienen las mismas bases pueden tener
un tipo de modificacién, mientras que los nuclebétidos que
contienen otras bases pueden tener diferentes tipos de
modificacién. Todos los nucleétidos de purina pueden tener un
tipo de modificacién (o ser no modificados), mientras que
todos 1los nucleétidos de pirimidina tienen otro, tipo
diferente de modificacidén (o0 son no modificados). De esta
manera, los transcriptos, o grupos de transcriptos son
generados utilizando cualquier combinacién de modificaciones,
que incluyen por ejemplo, los ribonucleétidos (27-OH), los
desoxiribunocleédtidos (2’-desoxi), los nuclebédtidos 2’'-F, vy
2’-OMe. Una mezcla de transcripcidén que contiene 2’-OMe C y U
Yy 2°-OH A y G se denomina como una mezcla “rRmY” y los
aptameros seleccionados de éstos son denominados como
aptidmeros “rRmY”. Una mezcla de transcripcién que contiene
los desoxi A y G y los 2’-OMe U y C se denominan como una

mezcla “dRmY” y los aptémeros seleccionados de é&stos son
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denominados como los aptéameros “dRmY”. Una mezcla de
transcripcién que contiene 2’-OMe A, C y U, y 2'-OH G se
denomina como una mezcla “rGmH” y los aptameros seleccionados
de éstos se denominan como aptameros “rGmH”. Una mezcla de
transcripcién contiene alternativamente 2'-OMe A, C, Uy G ¥y
2’-F G es denominada como una “mezcla alternativa” y los
aptidmeros seleccionados de éstos son denominados como
aptameros de “mezcla alternativa”. Una mezcla de
transcripcién que contiene 2’-OMe A, U, C, y G, donde hasta
el 10% de los G son ribonucledétidos se denominan como una
mezcla “r/mGmH” y los aptameros seleccionados de é&stos se
denominan como aptameros “r/mGmH” . Una mezcla de
transcripcién que contiene 2'-OMe A, U, y C, y 2'-F G se
denomina como una mezcla “fGmH” y los aptameros seleccionados
de éstos son denominados como aptémeros “fGmH”. Una mezcla de
transcripcién que contiene 2’-OMe A, U, y C, y desoxi G se
denomina como una mezcla “dGmH” y los aptameros seleccionados
de éstos son denominados como los aptdmeros “dGmH”. Una
mezcla de transcripcién que contiene el desoxi A, y el 2'-OMe
C, Gy U se denomina como la mezcla “dAmB” y los aptameros
seleccionados de éstos se denominan como los aptameros
“dAmB”, y la mezcla de transcripcién que contiene todos los
nucleétidos 2’-0OH se denomina como la mezcla “rN” y los
aptdmeros seleccionados de é&stos se denominan como los
aptameros “rN” o “rRrY”. Un aptémero “mRmY” es uno que
contiene todos los nucleétidos 2’-O-metilo y es usualmente

derivado de los oligonucleétidos r/mGmH mediante reemplazo

o
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post-SELEX™, cuando es posible, de cualquiera de los 2’'-0H Gs

con 2'-OMe Gs.

[00101] Una modalidad preferida incluye cualquier
combinacién de los nuclebdtidos 2'-0H, 2'-desoxi y 2’-OMe. Una
modalidad mas preferida incluye cualquier combinacién de los
nuclebtidos 2’-desoxi y 2'-OMe. Una modalidad atn mas
preferida es con cualquier combinacién de los nuclebdtidos 2’-
desoxi y 2’-OMe en el cual las pirimidinas son 2’-OMe (tal

como la dRmY, mRmY o dGmH) .

[00102] La incorporacién de los nucledtidos modificados en
los aptamercs de la invencién se logra antes del proceso
(pre)de seleccién (por ejemplo, una modificacién del proceso
pre-SELEX™). Opcionalmente, los aptameros de la invencién en
los cuales los nucledtidos modificados se han incorporado
mediante la modificacién del proceso pre-SELEX™ se puede
modificar adicionalmente mediante la modificaciédn del proceso
poast-SELEX™ (es decir, una modificacién del proceso post-
SELEX™ después de la modificacién del pre-SELEX™). 1Las
modificaciones del proceso pre-SELEX™ producen ligandos de
dcido nucleico modificado con especificidad para el blanco
SELEX™ y también estabilidad in vive mejorada. Las
modificaciones del proceso post-SELEX™, es decir, la
modificacién (por ejemplo, truncado, supresién, sustitucién o
modificaciones de nucleétido adicionales de los ligandos

previamente identificados que tienen nucleétidos incorporados
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mediante la modificacién del proceso pre-SELEX™) puede
resultar en una mejora adicional de la estabilidad in vivo
sin afectar adversamente la capacidad de unidén del ligando de
4cido nucleico que tiene 1los nucledtidos incorporados

mediante las modificaciones del procesc pre-SELEX™.

[00103] Para generar grupos de transcriptos de ARN 2'-
modificados (por ejemplo, 2’-OMe) en condiciones bajo las
cuales la polimerasa acepta los NTP 2’'-modificados la
polimerasa preferida es el mutante doble Y693F/H784A sobre el
mutante simple Y693F. Otras polimerasas, particularmente
aquellas que exhiben una alta tolerancia a los sustituyentes
en masa 2’, también se pueden utilizar en la presente
invencién. Tales polimerasas se pueden seleccionar por su
capacidad para ensayar su habilidad para incorporar
nucledtidos modificados bajo las condiciones de transcripcién

descritas aqui.

[00104] Un nimero de factores se ha determinado por ser
importante para las condiciones de transcripcién 1tiles en
los métodos descritos aqui. Por ejemplo, incremento en la
produccién del transcripto modificado se observa cuando una
secuencia lider se incorpora en el extremo 5’ de la secuencia
fija en el extremo 5’ del molde de transcripcién de ADN, de
tal forma que al menos aproximadamente los primeros 6

residuos del transcripto resultante son todos purinas.
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[00105] Otro factor importante para obtener los
transcriptos que incorporan los nucleétidos modificados es la
presencia de la concentracién de 2’-OH GTP. La transcripcién
se puede dividir en dos fases: la primer fase es iniciacién,
durante la cual un NTP se agrega al extremo 3’-hidroxilo del
GTP (u otra guanocina sustituida) para producir un di
nucledétido que es luego extendido por aproximadamente 10-12
nucleétidos; la segunda fase es la elongacién, durante la
cual la transcripciédn procede més alld de la adicién de los
primeros 10-12 nucledétidos. Se ha encontrado que las
cantidades pequeflas de 2'-OH GTP agregadas a mezcla de
transcripcién que contiene un exceso de 2’-OMe GTP son
suficientes para posibilitarle a la polimerasa iniciar 1la
transcripcién utilizando 2'-OH GTP, pero una vez la
transcripcién ingresa a la fase de elongacién la
discriminacién reducida entre el 2’-OMe y el 2’'-0OH GTP, y el
exceso de 2’-OMe GTP sobre 2’-O0H GTP le permite la

incorporacién de principalmente el 2’-OMe GTP.

[00106] Otro factor importante en la incorporacién de los
nucledétidos 2’'-OMe sustituidos en los transcriptos es el uso
de tanto magnesio como manganeso divalente en la mezcla de
transcripcién. Las diferentes combinaciones de las
concentraciones de cloruro de magnesio y cloruro de manganeso
se han encontrado gque afectan los rendimientos de los
transcriptos 2’-0O-metilados, 1la concentracién ©6éptima del

clorurc de magnesio y manganeso que es dependiente de la
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concentracién en la mezcla de reaccién de transcripcldn de
los NTP que hace complejo leos iones de metal divalente. Para
obtener el rendimiento mé&s grande de los transcriptos O-
metilados méximamente 2’ sustituidos (es decir, todos los A,
C, vy U y aproximadamente el 90% de los nucledtidos G), la
concentracién de aproximadamente 5mM de cloruroc de magnesio y
1.5 mM de cloruro de manganeso se prefiere cuando cada NTP
esta presente a una concentracién de 0.5 mM. Cuando la
concentracién en cada NTP es 1.0 mM, la concentracidén de
aproximadamente 6.5 mM de cloruro de magnesio y 2.0 mM de
cloruro de manganeso se prefieren. Cuando la concentracién de
cada NTP es 2.0 mM, las concentraciones de aproximadamente
3.6 mM de clorurc de magnesio y 2.9 mM de cloruro de
manganeso se prefieren. En cualquier caso, apartarse de estas
concentraciones por hasta dos veces da adin cantidades

significativas de los transcriptos modificados.

[00107) ©La transcripcidén de iniciacién con GMP o guanosina
también es importante. Esta efectiia resultados de 1la
especificidad de la polimerasa para el nucledtido iniciante.
Como resultado, el nucledtido terminal 5’ del trascripto
generado de esta forma es probablemente 2’-OH G. La
concentraciétn preferida de GMP (o guanosina) es 0.5 mM y aiin
mids preferiblemente 1 mM. También se ha encontrado que
incluyendo el PEG, preferiblemente PEG-8000, en la reaccién
de transcripcién es 1til maximizar la incorporaciédn de los

nucledtidos modificados.
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[00108] Para la incorporacién mixima del 2’-OMe ATP (100%),
UTP (100%) ,CTP (100%)y GTP (~90%) (“r/mGmH"”)en los
transcriptos se prefieren las siguientes <condiciones:
amortiguador HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-
8000 10% (p/v), Triton X-100 0.01% (p/v) MgClz 5 mM (6.5 mM
donde la concentracién de cada 2’-OMe NTP es 1.0 mM), MnCl,
1.5 mM (2.0 mM donde la concentracién de cada 2’-OMe NTP es
1.0 mM), 2’-OMe NTP (cada uno) 500 pM (mis preferiblemente,
1.0 mM), 2'-OH GTP 30 uM, 2'-OH GMP 500 uM, pH 7.5, ARN
polimerasa Y639F/H784A T7 15 unidades/mL, pirofosfatazo
inorgénico 5 unidades/mL, y toda la secuencia lider de purina
de al menos 8 nucleétidos de largo. Como se utiliza aqui, una
unidad de la polimerasa de ARN T7 mutante Y639F/H784A (o
cualquier otra polimerasa de ARN T7 mutante especificada
aqui) se define como la cantidad de encima requerida para
incorporar 1 mmol de los NTP 2’-OMe en los transcriptos bajo
las condiciones r/mGmH. Como se utiliza aqui, una unidad de
la pirofosfataza inorgadnica se definié como la cantidad de
encima que liberarid 1.0 moles de ortofosfato inorgénico por

minuto a un pH 7.2 y 25°C.

[00109] Para la incorporacién maxima (100%)de 2’-OMe ATP,
UTP y CTP (“rGmH”) en los transcriptos se prefieren las
siguientes condiciones: amortiguador HEPES 200 mM, DTT 40 mM,
espermidina 2 mM, PEG-8000 10% (p/v), Triton X-100 0.01%

(p/v), MgCl, 5 mM (9.6 mM donde la concentracidén de cada 2'-

£
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OMe NTP es 2.0 mM), MnCl, 1.5 mM (2.9 mM donde 1la
concentracién de cada 2’-OCMe NTP es 2.0 mM), 2'-OMe NTP (cada
uno) 500 pM (mAs preferiblemente, 2.0 mM), pH 7.5, ARN
polimerasa Y639F T7 15 unidades/mL, pirofosfatazo inorganico
5 unidades/mL, y una secuencia lider de todas las purinas de

al menos 8 nucledtidos de largo.

[00110] Para la incorporacién maxima (100%)de 2'-OMe UTP y
CTP (“rRmY”) en los transcriptos se prefieren las siguientes
condiciones: amortigquador HEPES 200 mM, DTT 40 mM,
espermidina 2 mM, PEG-8000 10% (p/v), Triton X-100 0.01%
(p/v), MgCl, S mM (9.6 mM donde la concentracién de cada 2'-
OMe NTP es 2.0 mM), MnCl, 1.5 mM (2.9 mM donde 1la
concentracién de cada 2’-0OMe NTP es 2.0 mM), 2’-OMe NTP (cada
uno) 500 pM (mAs preferiblemente, 2.0 mM), pH 7.5, ARN
polimerasa Y639F/H784A T7 15 wunidades/mL, pirofosfatazo
inorgadnico 5 unidades/mL, y una secuencia lider de todas las

purinas de al menos 8 nucleb6tidos de largo.

[00111] Para la incorporacién maxima (100%)de desoxi ATP y
GTP y 2’-OMe UTP y CTP{(“dRmY”) en los transcriptos se
prefieren las siguientes condiciones: amortiguador HEPES 200
mM, DTT 40 mM, espermina 2 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10%
(p/v), Triton X-100 0.01% (p/v), MgCl; 9.6 mM, MnCl; 2.9 mM,
2’ -OMe NTP (cada uno) 2.0 mM, pH 7.5, ARN polimerasa Y63%F T7

15 unidades/mL, pirofosfatazo inorganico 5 unidades/mL, y

7x5
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toda la secuencia lider de purina de al menos 8 nucleébdtidos

de largo.

[00112] Para la incorporaclién maxima (100%) de 2’-OMe ATP,
UTP y CTP y 2'-F GTP(“fGmH”) en los transcriptos se prefieren
las siguientes condiciones: amortiguador HEPES 200 mM, DTT 40
mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10% (p/v), Triton X-100 0.01%
(p/v), MgCl, 9.6 mM, MnCl, 2.9 mM, 2’-OMe NTP (cada uno) 2.0
mM, pH 7.5, ARN polimerasa Y639F T7 15 unidades/mL,
pirofosfatazo inorgédnico 5 unidades/mL, y toda la secuencia

lider de purina de al menos 8 nucleétidos de largo.

[00113] Para la incorporacién méxima (100%) de desoxi ATP y
2'-OMe UTP, GTP y CTP(“dAmB”) en los transcriptos se
prefieren las siguientes condiciones: amortigquador HEPES 200
mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10% (p/v), Triton
X-100 0.0l1% (p/v), MgCl; 9.6 mM, MnCl; 2.9 mM, 2’-OMe NTP
(cada uno) 2.0 mM, pH 7.5, ARN polimerasa Y639F T7 15
unidades/ml, pirofosfatazo inorgdnico 5 unidades/mlL, y toda
la secuencia lider de purina de al menos 8 nucleébétidos de

largo.

[00114] Para cada wuna de las anteriores (a) la
transcripcién es preferiblemente desarrollada a una
temperatura de desde aproximadamente 20°C a aproximadamente
50°C, preferiblemente desde aproximadamente 30°C a 45°C, y

més preferiblemente a aproximadamente 37°C durante un periodo

™
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de al menos dos horas (b) 350-300 nM de un molde de
transcripcién de ADN de doble hebra se utiliza (200 nM de
molde se wutiliza en la ronda 1 para incrementar la
diversidad(300 nM de molde se utiliza en transcripciones
dRmY} ), y para las rondas subsecuentes se utiliza
aproximadamente 50 nM, dilucién 1/10 de una reaccién PCR
optimizada, utilizando las condiciones descritas aqui. Los
moldes de transcripcién de ADN preferidos son descritos
adelante {(en donde el ARC254 y ARC256 se transcriben bajo
todas las condiciones 2’-OMe y el ARC255 se transcribe bajo

las condiciones rRmY).

SEQ ID NO 1 (ARC254)

5 -
CATCGATGCTAGTCGTAACGATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGAGAAC
GTTCTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’

SEQ IDNO 2 (ARC255)

5'-
CATGCATCGCGACTGACTAGCCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTAGARACG
TTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3'

SEQ ID NO 3 (ARC256)

57 -
CATCGATCGATCGATCGACAGCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTAGAACG
TTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3'

[00115] Bajo las condiciones de transcripcidén rN de la
presente invenclén, la mezcla de reaccién de la transcripcién
comprende 2’-0H adenoisin trifosfatos (ATP), 2’-OH guanosina
trifosfatos (GTP), 2’-0OH citidina trifosfatos (CTP), y 2'-OH
uridina trifosfatos (UTP). Los oligonucledétidos modificados
producidos utilizando las mezclas de transcripcién rN de la

presente invencién comprenden sustancialmente todos 2’-0H

adenosina, 2’-0OH guanosina, 2'-OH citidina, y 2’-0H uridina.

™
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En una modalidad preferida de 1la transcripcién rN, los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde al menos el 80% de todos los nucledtidos
adenosina son 2’'-OH adenosina, al menos 80% de todos los
nucledétidos guanosina son 2'-0OH guanosina, al menos B0% de
todos los nucledétidos citidina son 2’-0OH citidina, y al menos
B0% de todos los nucledtidos uridina son 2'-OH uridina. En
una modalidad m&s preferida de 1la transcripcién rN, los
oligonucledétidos modificados resultantes de 1la presente
invencién comprenden una secuencia donde al menos el 90% de
todos los nucledtidos adenosina son 2’'-OH adenosina, al menos
el 90% de todos 1los nucledétidos guanosina son 2’-0H
guanosina, al menos el 90% de todos los nucleédtidos citidina
son 2’-0H citidina, y al menos el 90% de todos los
nucleétidos uridina son 2’-OH uridina. En una modalidad mas
preferida de 1la transcripcién =rN, 1los oligonucledtidos
modificados de la presente invencién comprenden una secuencia
donde el 100% de todos los nuclebétidos adenosina son 2’-OH
adenosina, 100% de tocdos los nucleétidos guanosina son 2’-~0H
guancosina, 100% de todos los nuclebétidos citidina son 2’-OH
citidina, y 100% de todos los nuclebétidos uridina son 2’-0H

uridina.

(00116] Bajo las condiciones de transcripciétn rRmY de la
presente invencién, la mezcla de reaccién de la transcripcién
comprende 2’-OH adenoisin trifosfatos, 2’-0H guanosina

trifosfatos, 2’-0O-metil citidina trifosfatos, y 2’-0- metil
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uridina trifosfatos. Los oligonucleétidos modificados
producidos utilizando las mezclas de transcripciédn rRmY de la
presente invenciédn comprenden sustancialmente todos los 2’-OH
adenosina, 2’-0OH gquanosina, 2’-0-metil citidina y 2’'-O-metil
uridina. En una modalidad preferida, 1los oligonucleétidos
modificades resultantes comprenden una secuencia donde al
menos el 80% de todos los nucledtidos adenosina son 2’-0OH
adenosina, al menos el 80% de todos los nuclebétidos guanosina
son 2’'-0H guanosina, al menos el 80% de todos los nucleébétidos
citidina son 2’-0O-metil citidina, y al menos 80% de todos los
nucleétidos uridina son 2’-0- metil uridina. En una modalidad
mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes
comprenden una secuencia donde al menos el 90% de todos los
nucleétidos adenosina son 2'-OH adenocsina, al menos el 90% de
todos leos nucledtidos guanosina son 2’-0H guanosina, al menos
el 90% de todos los nucleétidos citidina son 2’-0- metil
citidina y al menos el 90% de todos los nucleétidos uridina
son 2’-0- metil uridina. En una modalidad mAs preferida los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde el 100% de todos los nucleétidos adenosina
son 2’'-0H adenosina, 100% de todos los nucledtidos quanosina
son 2’'-OH guanosina, 100% de todos los nucleétidos citidina
son 2’'-0- metil citidina, y 100% de todos los nucleédtidos

uridina son 2’-0- metil uridina.

[00117] Bajo las condiciones de transcripcién dRmY de 1la

presente invencién, la mezcla de reaccién de transcripcién

T
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comprende 2’ -desoxi adenoisin trifosfatos, 2' -desoxi
guanosina trifosfatos, 2’-O-metil citidina trifosfatos, y 2’-
0- metil uridina trifosfatos. Los oligonucledtidos
modificados producidos utilizando 1las condiciones de
transcripcién dRmY de 1la presente invencién comprenden
sustancialmente todos 1los 2’-desoxi adenosina, 2’-desoxi
guanosina, 2’-0O-metil citidina y 2’-O-metil uridina. En una
modalidad preferida, los oligonucleétidos modificados
resultantes de la presente invencién comprenden una secuencia
donde al menocs el 80% de todos los nucleétidos adenosina son
2’ -desoxi adenosina, al menos B80% de todos los nucleétidos
guanosina son 2'-desoxi guanosina, al menos 80% de todos los
nucleétidos citidina son 2’-O-metil citidina, y al menos 80%
de todos los nucledétidos uridina son 2’-0- metil uridina. En
una modalidad m&s preferida, los ocligonucleétidos modificados
resultantes de la presente invencién comprenden una secuencia
donde al menos el 90% de todos los nuclebétidos adenosina son
2’ -desoxl adenosina, al menos 9%0% de todos los nucleétidos
guanosina son 2’-desoxi guanosina, al menos 90% de todos los
nucledtidos citidina son 2’-0- metil citidina y al menos 90%
de todos los nucledtidos uridina son 2’-0- metil uridina. En
una modalidad mis preferida los oligonucleétidos modificados
resultantes de la presente invenciédn comprenden una secuencia
donde el 100% de todos los nuclebétidos adenosina son 2'-
desoxl adenosina, 100% de todos los nucleétidos guanosina son

2’ -desoxi guanosina, 100% de todos los nuclebétidos citidina

LY
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son 2’'-0- metil citidina, y 100% de todos los nucledbdtidos

uridina son 2’ -0- metil uridina.

[00118] Bajo las condiciones de transcripcién rGmH de la
presente invencién, la mezcla de reacciédn de transcripcidn
comprende 2’-0H guanosina trifosfatos, 2’-O-metil citidina
trifosfatos, 2’-0O-metil uridina trifosfatos, y 2’'-0- metil
adenosina trifosfatos. Los oligonucleétidos modificados
producidos utllizando las mezclas de transcripcién rGmH de la
presente invencién comprenden sustancialmente todos los 2’-0OH
guanosina, 2’-0-metil citidina, 2’-0O-metil uridina y 2’-0-
metil adenosina. En una modal :I.c;ad preferida, los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden wuna
secuencia donde al menos el 80% de todos los nucleétidos
guanosina son 2’-0OH guanosina, al menos 80% de todos los
nucledtidos citidina son 2’-0O-metil citidina, al menos 80% de
todos los nucledtidos uridina son 2’-0- metil uridina y al
menos B80% de todos los nucleétidos adenosina son 2'-0O-metil
adenosina. En una modalidad mas preferida, los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde al menos el 90% de todos los nucledtidos
guanosina son 2'-OH guanosina, al menos 90% de todos 1los
nucleétidos citidina son 2’-0- metil citidina, al menos 90%
de todos los nucledtidos uridina son 2/-0- metil uridina, y
al menos 90% de todos los nucledétidos adenosina son 2'-0-
metil adenosina. En una modalidad méAs preferida, los

oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
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secuencia donde el 100% de todos los nucledtidos guanosina
son 2'—0H_ guanosina, 100% de todos los nucleétidos citidina
son 2’-0- metil citidina, 100% de todos los nucledtidos
uridina son 2’-0- metil wuridina, y 100% de todos los

nucleétidos adenosina son 27-0- metil adenosina.

[00119] Bajo las condiciones de transcripcién r/mGmH de la
presente invencién, la mezcla de reaccldédn de transcripciédn
comprende 2’ -0-metil adenosina trifosfato, 2’ -0-metil
citidina trifosfato, 2’-0O-metil gquanosina trifosfato, 2’-0-
metil uridina trifosfato y 2’-OH guanosina trifosfato. Los
oligonucleb6tidos modificados resultantes producidos
utilizando las mezclas de transcripciédn r/mGmH de la presente
invencién comprenden sustancialmente todos los 2’-0-metil
adenosina, 2’-0O-metil citidina, 2’-0O-metil gquanosina y 2'-0-
metil uridina. En donde la poblacién de nucleétidos guanosina
tiene un maximo de aproximadamente 10% de 2’-OH guanosina. En
una modalidad preferida, 1los oligonucledtidos modificados
r/mGmH resultantes de la presente invencién comprenden una
secuenclia donde al menos el B80% de todos los nucleétidos
adenosina son 2’-0-metil adenosina, al menos 80% de todos los
nucleétidos citidina son 2’-O-metil citidina, al menos 80% de
todos los nucleébtidos guanosina son 2’-0- metil guanosina, al
menos 80% de todos los nucledtidos uridina son 2’-O-metil
uridina, y no mas de aproximadamente el 10% de todos los
nucleétidos guanosina son 2’-0OH guanosina. En una modalidad

més preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes
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comprenden una secuencia donde al menos el 90% de todos los

nucledtidos adenosina son 2‘/-0- metil adenosina, al menos 90%

de todos los nucleétidos citidina son 2’-0- metil citidina,

al menos 90% de todos los nucleétidos guanosina son 2’-0-

metil guanosina, al menos 90% de todos 1los nucledtidos

uridina son 2’-0- metil uridina, y no mAs de aproximadamente

el 10% de todos los nucledtidos guanosina son 2’'-0OH

guanosina. En una modalidad mas preferida, los

oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una

secuencia donde el 100% de todos los nucledétidos adenosina

son 2’'-0O-metil adenosina, 100% de todos 1los nucledtidos

citidina son 2’-0- metil citidina, 90% de todos los

nucleétidos guanosina son 2’-0- metil guanosina, y 100% de

todos los nucledtidos uridina son 2'-0- metil uridina, y no

mas de aproximadamente el 10% de todos los nuclebtidos

guanosina son 2’-0OH guanosina.

[00120] Bajo las condiciones de transcripcién fGmH de 1la
presente invencién, la mezcla de reacciédn de transcripcidn
comprende 2’-O-metil adenosina trifosfatos, 2’ -0-metil
uridina trifosfatos, 2’-O-metil citidina trifosfatos, y 2'-F
guanosina trifosfatos. Los oligonucleétidos modificados
producidos utilizando las condiciones de transcripcién £GmH
de la presente invencién comprenden sustancialmente todos los
2’-0-metil adenosina, 2’'-0O-metil uridina, 2’'-~O-metil citidina
y 2'-F guanosina. En una modalidad ©preferida, los

oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una
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secuencia donde al menos el 80% de todos los nucledtidos
adenosina son 2’-0-metil adenosina, al menos 80% de todos los
nucleétidos uridina son 2’-0O-metil uridina, al menos B80% de
todos los nucleétidos citidina son 2’-0- metil citidina, y al
menos B80% de . todos los nucledétidos gquanosina son 2’-F
guanosina. En una modalidad mas preferida, los
oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde al menos el 90% de todos los nuclebtidos
adenosina son 2'-0O-metil adenosina, al menos 90% de todos los
nucleétidos uridina son 2’-0- metil uridina, al menos 90% de
todos los nucleétidos citidina son 2’-0- metil citidina, y al
menos 90% de todos 1los nuclebétidos guanosina son 2'-F
guanosina, En una modalidad mas preferida, los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde el 100% de todos los nuclebétidos adenosina
son 2’-O-metil adenosina, 100% de todos los nucleétidos
uridina son 2’-0-metil uridina, 100% de todos los nucledétidos
citidina son 2'-0- metil citidina, y 100% de todos los

nucleétidos guanosina son 2’-F guanosina.

[00121] Bajo las condiciones de transcripcién dAmB de 1la
presente invencién, la mezcla de reaccidédn de transcripcién
comprende 2’-desoxi adenosin trifosfatos, 2’-0O-metil citidina
trifosfatos, 2’-O-metil guanosina trifosfatos, y 27-0O-metil
uridina trifosfatos. Los oligonucleétidos modificados
producidos utllizando las mezclas de transcripcién dAmB de la

presente invenclén comprenden sustancialmente todos los 2'-
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desoxi adenosina, 2’-O-metil citidina, 2’-0O-metil guanosina y
2’ =-0-metil |uridina. En una modalidad preferida, los
oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde al menos el 80% de todos los nuclebétidos
adenosina son 2’-desoxl adenosina, al menos B80% de todos los
nucleétidos citidina son 2’-0O-metil citidina, al menos B80% de
todos los nucleétidos guanosina son 2’-0- metil guanosina, y
al menos B80% de todos los nucleétidos uridina son 2'-0O-metil
uridina. En una modalidad mis preferida, los oligonucleétidos
modificados resultantes comprenden una secuencia donde al
menos el 90% de todos los nucledtides adenosina son 2’-desoxi
adenosina, al menos 90% de todos los nucledtidos citidina son
2’-0- metil citidina, al menos 90% de todos los nucledbétidos
guanosina son 2’-0- metil gquanosina, y al menos 90% de todos
los nuclebétidos wuridina son 2'-0O-metil wuridina. En una
modalidad mas preferida, los oligonucledétidos modificados
resultantes de la presente invencidén comprenden una secuencia
donde el 100% de todos 1los nucledétidos adenosina son 2'-
desoxi adenosina, 100% de todos los nuclebétidos citidina son
2'-0-metil citidina, 100% de todos los nuclebétidos guanosina
son 2’-0- metil guancosina, y 100% de todos los nuclebtidos

uridina son 2'-0-metil uridina.

[00122] En cada caso, los productos de transcripcién se
pueden utilizar como una libreria en el proceso SELEX™ para
identificar los aptémeros y/o para determinar un motivo

conservado de secuenclas que tenga la especificidad de unién
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para un blanco dado. Las secuencias resultantes ya son
parcialmente estabilizadas, eliminando esta etapa del proceso
para llegar a una secuencia de aptamero optimizada y dar un
aptdmero mas altamente estabilizado como resultado. Otra
ventaja del proceso 2‘'-OMe SELEX™ es gque las secuencias
resultantes tienen probablemente mas pocos 2’'-0H nucleétidos
requeridos en 1la secuencia, posiblemente ninguno. En 1la
proporcién en que los nuclebdtidos 2/0H permanezcan ellos se

pueden remover al desarrollar modificaciénes post- SELEX™.

[00123] Como se describe adelante, rendimientos inferiores
pero aun Gtiles de transcriptos incorporan completamente los
nucleétidos 2’ sustituidos se pueden obtener bajo condiciones
diferentes de las condiciones optimizadas descritas
anteriormente. Por ejemplo, las variaciones de las

condiciones de transcripcién anteriores incluyen:

[00124) La concentracién de amortiguador HEPES puede
variar desde 0 a 1 M. La presente invencién también contempla
el uso de otros agentes amortiguantes que tienen un pKa entre
5 Yy 10 incluyendo, por ejemplo, tris~-hidroximetil-

aminometano.

{00125] La concentracién de DTT puede variar desde 0 a 400
mM. Los métodos de la presente invencién también suministran
el uso de otros agentes reductores incluyendo, por ejemplo,

mercaptoetanol.

gl
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[00126] La concentracién de espermidina y/o espermina puede

variar desde 0 a 20 mM.

[00127] La concentracién de PEG-8000 puede variar desde 0 a
50% (p/v). Los métodos de la presente invenciédn también
suministran el uso de otro polimero hidrofilico que incluyen,
por ejemplo, otro PEG de peso molecular u otros polialquilen

glicoles.

[00128] La concentracién de Triton X-100 puede variar
desde 0 a 0.1% (p/v). Los métodos de la presente invenclidn
también suministran el uso de otros detergentes no iénicos
que incluyen, por ejemplo, otros detergentes, que incluyen
otros detergentes Triton-X.

[00129] La concentracién de MgCl, puede variar desde 0.5 mM
a 50mM. La concentracién MnCl; puede variar desde 0.15 mM a
15mM. Tanto el MgCl; como el MnCl, puede estar presente en los
rangos descritos y en una modalidad preferida estar presentes
en aproximadamente una proporcién de 10 a aproximadamente 3
de  MgCl,: MnCl,, preferiblemente, la proporcién es
aproximadamente 3-5:1, mas preferiblemente, la proporcidén es

aproximadamente 3-4:1.

[00130] La concentracién de 2’-OMe NTP (cada NTP) puede

variar desde 5 pM a 5 mM.
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[00131] La concentracién de 2’-OH GTP puede variar desde 0

uM a 300 pM.

[00132] La concentraciédn de 2’-OH GMP puede variar desde 0

a 5 mM.

[00133] El pH puede variar desde pH 6 a pH 9. Los métodos
de la presente invencidén se pueden practicar dentro de un
rango de pH de actividad de las pclimerasas que incorporan
nucledétidos modificados. Ademas, los métodos de la presente
invencién suministran el uso O6ptimo de agentes quelantes en
la condicién de reaccidn de transcripcidn que incluyen, por

ejemplo, EDTA, EGTA, y DIT.

ESTRATEGIAS DE SELECCION DE APTAMERO IL-23 Y/0O IL-12

[00134] La presente invencién suministra aptémeros que se
unen al IL-23 y/o IL-12 de humano y en algunas modalidades,
inhiben la unién a su receptor y/o de otra manera modulan su
funcién. El IL-23 e IL-12 humanos son ambos heterodimeros que
tienen una subunidad en comin y una dnica. La subunidad en
comin es la subunidad p40 que contiene la siguiente secuencia

de amino Acido (# de Acceso AF180563) (SEQ ID NO 4):

MCHQOLVISWFSLVFLASPLVAIWELKKDVYVVELDWYPDAPGE
MVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLL

LLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKT FLRCEAKNYSGREFTCWWLTTISTDLTFSVKSSR
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Sail

GSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKL
KYENYTSSFFIRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQ

VQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCS.

[0001] La subunidad pl9 es inica para IL-23 y contiene la

siguiente secuencia de amino &cido (# de Acceso BC067511)

(SEQ ID NO 5):

MLGSRAVMLLLLLPWTAQGRAVPGGSSPAWTQCQQLSQKLCTLA

WSAHPLVGHMDLREEGDEETTNDVPHRIQCGDGCDPQGLRDNSQFCLQRIHQGLIFYE
K

LUNHHFTGEMHIPDSPVGQLHASLuEuM3J£ﬁﬂGﬂHMﬂﬂtKﬂHﬂlﬂBQIﬂKﬁﬂl.
LRFKILRSLQAFVAVAARVFAHGAATLSP.

[00135] La subunidad p35 es tGnica para el IL-12 y contiene

la siguiente secuencia de amino Acido (# de Acceso AF180562)

(SEQ ID NO 6):

MWPPGSASQPPPSPAAATGLHPAARPVSLQCRLSMCPARSLLLY

ATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSE
B

IDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSS

nﬂﬂﬂlﬂdYQVEFK1NﬂHUﬂJJﬂDPKRQHﬂIKnﬂﬂLAVHHﬂAﬂQALNWNSETVPQKS8
LE

EPDFYKTKIKI.CILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNAS.

[00136] En la presente invencién también se suministran
aptameros que se unen a IL-23 y/o IL-12 de ratén y en algunas

modalidades, inhiben la unién a su receptor y/o modulan de
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otra manera su funcién. Como los humanos, el IL-23 y el IL-12
de ratdén son ambos heterodimeros que comparten la subunidad
p40 de ratén, aunque la subunidad pl9 de ratén es especifica
para el IL-23 de ratén y la subunidad p35 de ratén es unica
para el IL-12 de ratén. La subunidad p40 de ratén contiene la
siguiente secuencia de amino acido (# de Acceso P43432) (SEQ

ID NO 315):

MCPQKLTISWFAIVLLVSPLMAMWELEKDVYVVEVDWTPDAPGETVNLTCDTPEED
DITWTSDQREGVIGSGKTLTITVEEFLDAGQYTCHKGGETLSHSHL LLHKKENGIWS
TEILKNFENKTFLECEAPNYSGRFTCSWLVQRNMDLEFNIKSSSSSPDSRAVTOGMA
SLSAEKVTLDQRDYEKYSVSCQEDVTCPTAEETLPIELALEARQQNKYENYSTSFFIR
DIIKPDPPKNLQMKPLKNSQVEVSWEYFDSWSTPHSYFSLKFFVRIQRKKEKMKETE
BOCNQEQAFLVEKTSTEVQCKGGNVCVQAQDRYYNSSCSKWACVPCRVRS

[00137] La subunidad pl9 de ratdén contiene la siguiente
secuencia de amino A4cido (# de Acceso NP112542) (SEQ ID NO

316):

MLDCRAVIMLWLLPWVTQGLAVPRSSSPDWAQCQQLSRNLCMLAWNAHAP
AGHMNLLREEEDEETENNVPRIQCEDGCDPQGLKDNSQFCLQRIRQGLAF
YKHLLDSDIF KGEPALLPDSPMEQLHTSLLGLSQLLQPEDHPRETQQMPS
LSSSQQWQRPLLRSKILRSLQAFLAIAARVFAHGAATLTE PLVPTA.

{00138] La subunidad p35 de ratén contiene la siguiente

secuencia de amino é&cido (# de Acceso P43431) (SEQ ID NO

317):
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EX%

MCQSRYLLFLATLALLNHLSLARVIFVSGPARCLSQSRNLLKTTDDMVEKTAREKLEH
YSCTAEDIDHEDITRDQTSTLKTCLPLELHKNESCLATRETSSTTRGSCLPPQKTSLM
MTLCL

GSIYEDLEMYQTEFQAINAALGNHNHQQULDKGMLVAIDELMQSLNHNGETLRQKP
PYGEADPYRVKMEKLCILLHAFST RVVTINRVMG YLSSA

[00139] Se pueden emplear varias estrategias SELEX™ para
generar aptameros con una variedad de especificidades para el
IL-23 y el IL-12. Un esquema produce aptémeros especificos
para IL-23 sobre IL-12 al incluir el IL-12 en una etapa de
seleccidn negativa. Esta elimina las secuencias que reconoce
la subunidad comGn, p4C (SEQ ID NO 4), y selecciona los
aptameros especificos para el IL-23, o la subunidad pl9 (SEQ
ID NO 5) como se muestra en la Figura 3. Un esquema produce
aptameros especificos para IL-12 sobre IL-23 al incluir el
IL-23 en la etapa de seleccidn negativa. Esta elimina las
secuencias que reconoce la subunidad comin, p40 (SEQ ID NO 4)
y selecciona los aptédmeros especificos para el IL-12, o la
subunidad p35 (SEQ ID NO 6). Una seleccién separada en la
cual el IL-23 y el IL-12 son alternados cada tercer ronda
elicitan aptameros que reconocen la subunidad comin, p40 (SEQ
ID NO 4), y por lo tanto reconocen ambas proteinas. Una vez
se encuentran las secuencias con la especificidad de unién
deseada, la minimizacién de aquellas secuencias se puede
tomar para reducir sistemAticamente el tamafio de las
secuencias con la mejora concomitante en las caracteristicas

de unién.
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[00140] Los aptémeros seleccionados que tienen la afinidad
mis alta y la unién especifica como se demostrd mediante
ensayos biolégicos como se describié en los ejemplos de
adelante son terapéuticos adecuados para tratar condiciones
en las cuales el IL-23 y/o IL-12 estdn involucrados en
patogénesis.

APTAMEROS DE UNION ESPECIFICOS DE IL-23 Y/0 IL-12

[00141] Los materiales de la presente invencidén comprenden
una serie de aptémeros de &cido nucleico de ~25-90
nucleétidos de longitud que se unen especificamente a las
citoquinas de la familia de citoquina IL-12 de humano que
incluye IL-12, IL-23, e IL-27; monémeros de subunidad pl8,
p35, y p40; y dimeros de subunidad p40, y que funcionalmente
modulan, por ejemplo, bloque, la actividad del IL-23 y/o IL-

12 en in vivo y/o los ensayos basados en célula.

[00142] Los aptameros especificamente capaces de unirse y
modular el IL-23 y/o el iL—lZ se establecen aqui. Estos
aptédmeros suministran una baja toxicidad, seguridad, y una
modalidad efectiva de tratar y/o prevenir enfermedades o
desordenes relacionadas con auto inmunidad e inflamatorias.
En una modalidad, los aptémeros de 1la invencién son
utilizados para tratar y/o prevenlir enfermedades
inflamatorias y auto inmunes, que incluyen pero no estan

limitadas a, esclerosis miltiple, artritis reumatoide,
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soriasis vulgaris, y enfermedad irritable del intestino, gque
incluyen sin limitacién enfermedad de Crohn, y colitis
ulcerativa, cada una de las cuales son conocidas por originar
o estar asociadas de otra forma con la citogquina IL-23 y/o
IL-12. En otra modalidad, los aptémeros de la invencién son
utiiizados para tratar y/o prevenir la diabetes tipo I, que
es conocida por causar o esta asociada de otra forma con la
citoquina IL-23 y/o IL-12. En otra modalidad, los aptameros
de la invencién son utilizados para tratar y/o prevenir otras
indicaciones para la cual la activacién del receptor de
citoquina que se une es deseable incluyendo, por ejemplo,
lupus sistémico eritematoso, céncer de colon, céncer de

pulmén, y reabsorcién del hueso en osteoporosis.

[00143] Los ejemplos de aptaAmeros de unién especificos de
IL-23 y/o IL-12 para uso como terapéuticos y/o diagnésticos

incluyen las siguientes listas de secuencias adelante.

{00144] A menos que se anote otra cosa, ARC489 (SEQ ID NO
91), ARC491 (SEQ ID NO 94), ARC621 (SEQ ID NO 108), ARC627
(SEQ ID NO 110), ARC527 (SEQ ID NO 159), ARC792 (SEQ ID NO
162), ARC794 (SEQ ID NO 164),ARC795 (SEQ ID NO 165}, ARC979
(SEQ ID NO 177), ARC1386 (SEQ ID NO 224), y ARC1623~-ARC1625
(SEQ ID NO 309-311) representan las secuencias de aptémeros
gue se unen al IL-23 y/o IL-12 que fueron seleccionados bajo
condiciones SELEX™ en las cuales las purinas (A y G) son

desoxi, y las pirimidinas {(C y U) son 2’'-0OMe.

§ 4
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[00145] La regién de secuencia Gnica del ARC489 (SEQ ID NO
91) y BARC491 (SEQ ID NO 94) inician en el nucleétido 23,
inmediatamente luego de la secuencia GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC
SEQ UD NO 69), y corre hasta que éste encuentra la secuencia

de Acido nucleico fija 3’ GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO

90).

[00146] La regién de secuencia tGnica del ARC621 (SEQ ID NO
108) y ARC627 (SEQ ID NO 110) inician en el nucleétido 23,
inmediatamente luego de la secuencia GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC
SEQ UD NO 101), y corre hasta que encuentra la secuencia de
dcido nucleico fija 3’ GUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEQ ID NO

102).

L\E)’C
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SEQIDNO 91 (ARC489)
QGOAGAGAAG

SEQID NO 94 (ARC491): COOAAUGIGCALAGOGUGGALOCOCUGUOOAUCTAUCOAUCT AL

mos ( ) UGCAGEUAGIACAGGUCH AUOGAUCOAUCAUCRALG

SEQ 110 (ARC62
Lt et
e
SEQ IDNO 159 (ARC527)
SEQ ID NO 162 (ARC792)
QGCAMTUAALIOG0O
SEQID NO 164 (ARC794)
OGLGEUACBABRASUGLAOGUUO000CO0G

SBQ ID NO 165 (ARC795)
OGAUAU

SEQID NO 177 (ARC979)
ACAGGCAAQUAAUUOOOQAGUGLD

[00147] ARC1623 (SEQ ID NO 309), ARC1624 (SEQ ID NO 310) y
ARC1625 (SEQ ID NO 311) representan secuencias optimizadas
basadas en el ARC979 (SEQ ID NO 177), donde “d” representa
desoxi, “m” representa 2’ -0 metilo, “s” indica un enlace de

fosforotioato internucledtido “3T representa un

desoxi
timidita invertida 3’.
SEQ ID NO 309 (ARC1623)
GAMCIAMGINNOIAIAIOMUCALARU S0 Cm-8-00-4-d A 24 0mU-8-0GmCmOnGAGECINMG minCm O U-IT
SEQ ID NO 310 (ARC1624)
SAMCIANISOMCIASAIGMUA SAUmUAGmEMOIOdASGmUSCCmCm +-EimC-4-40--d0nGn0mUadnl -3 T
SEQ ID NO 311 (ARC1625)

AAMCAASGAOMCEASASO N UdAdAUUIGIEoGEG A0 m UM CoCaGrGAGmdGdGmGmO nU-s-dGmU-3T
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[00148] La SEQ ID NO 139-140, SEQ ID NO 144-145, SEQ ID NO
147, y SEQ ID NO 151-152, representan las secuencias de los
aptédmeros que se unen a IL-23 Y/0 IL-12 que fueron
seleccionadas bajo las condiciones SELEX™ en las cuales las
purinas (A y G) son 2’-OH (ribo) y las éirimidinas (CyY)

son 2’'-flior.

SEQID NO 139 {A10.min5)
GAAGCAUACACAAG AAGUTRIGULIOU GCUCUGAGUACUCAGOGUCCOUAAGGAALIATOCICC

IDNO 140 (A10.uinG)
S’E&ummammmmmmmm

SEQIDNO 144 (B10.mind) —

SEQID NO 145 (B10.minS)

SEQIDNO 147 (Filukd) = —
SEQ IDNO 151 o

SEQID NO 152 i

[00149] Otros aptamerocs que se unen al IL-23 y/o IL-12 son

descritos adelante en los ejemplos 1-3.

[00150] Estos aptameros pueden incluir modificaciones como
se describieron aqui que incluyen por ejemplo la conjugacién
a compuestos lipofilicos o de alto peso molecular (por

ejemplo PEG), incorporacién de un motivo
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CpG, incorporacién de una porcién de casquete, la
incorporacién de nucleétidos modificados, la incorporacién de

fosforotioato en la estructura fosfato.

[00151] En una modalidad, el aptémero de ocurrencia no
natural aislado que se une al IL-23 y/o IL-12 se suministra.
En algunas modalidades, el aptémero de ocurrencia no
naturalizado tiene una constante de disociacién (“Kp”) para
el IL-23 y/o IL-12 de menos de 100 uM, menos de 1 uyM , menos
de 100 n,, menos de 100 nM, menos de 50 nM, menos de 1 nM,
menos de 500 pM, menos de 100 pM y menos de 50 pM. En algunas
modalidades de la invencién, la constante de disoclacién se
determina por la titulacién de dot blot como se describe en

el Ejemplo 1 adelante.

[00152] En otra modalidad, el aptdmero de la invencién
modula una funcién de IL-23 y/o IL-12. En otra modalidad, el
aptamero de la invencién inhibe una funcién IL-23 y/o IL-12
mientras que en otra modalidad el aptamero estimula una
funcién del blanco. En otra modalidad de la invencién, el
aptimero se une, y/o modula una variante IL-23 o IL-12. Una
variante IL-23 o IL-12 como se utilizan aqui comprenden
variantes que desarrollan esencialmente la misma funcién que
una funcién uM, preferiblemente comprende sustancialmente la
misma estructura y en algunas modalidades comprenden al menos
70% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 80%

de identidad de secuencia, mAs preferiblemente al menos 90%

4y
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de identidad de secuencia, y mas preferiblemente al menos 95%
de identidad de secuencia con secuencia de aminodcido de IL-
23 o IL-12. En algunas modalidades de 1la invencién, 1la
identidad de secuencia de las variantes blanco se determina

utilizando BLAST como se describe adelante.

[00153] Los términos “identidad de secuencia” en el
contexto de 2 o mas 4cidos nucleicos o© secuenclias de
proteina, se refieren a dos o m&s secuencias o subsecuencias
que son iquales o que tienen un porcentaje especifico de
residuos de aminodcido o nucleétidos que son iguales, cuando
se comparan y se alinean para correspondencia maxima, como se
miden utilizando uno de los siguientes algoritmos de
comparacién de secuencia o mediante inspeccién visual. Para
la comparacién de secuencia, tipicamente, la secuencia actda
como una secuencia de referencia con la cual se comparan las
secuencias de ensayo. Cuando se utiliza una secuencia como
algoritmo de comparacién, las secuencias de ensayo y de
referencia son ingresadas en una computadora, los coordinados
de subsecuencia son designados si es necesario, y 1los
par&metros de los programas de algoritmo de secuencia se
designan. El1 algoritmo de comparacién de secuencia calcula
entonces la identidad de secuencia porcentual para el o las
secuencias de ensayo con relacién a la secuencia de
referencia, con base en los pardmetros de programa
designados. El alineamiento ¢ptimo de la secuencia para la

comparacién puede ser conducido por ejemplo, por un algoritmo
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de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:
482 (1981), el algoritmo de homologia local de Needleeman &
Wunsch, J Mol. Biol. 48: 433 (1970, mediante la bilsqueda del
método de similaridad de Pearson & Lipman, Proc, Nat’l. Acad.
Sci. USA 8: 2444 (1988), mediante implementaciones
computarizadas d estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y
TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr. Madison, Wis.), o mediante
inspeccién visual (ver de manera general, Ausubel et al.

infra)}.

[00154] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para
determinar la identidad de secuencia porcentual es el
algoritmo wutilizado en 1la herramienta de basqueda del
alineamiento local bésico (en lo sucesivo “BLAST”), ver, por
ejemplo, Altschul et al., J Mol. Biol. 403-410 (1990) vy
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 15: 3389-3402 (1997). El
software para desarrollar el andlisis BLAST estéd plblicamente
disponible a través del Nacional Center for Biotechnology
Information (en los sucesivo “NCB1”). Loa parametros por
defecto utilizados para determinar la identidad de secuencia
que utilizan el software disponible del NCBI, por ejemplo,
BLASTN (para las secuencias de nucledétido) y BLASTP (para las
secuencias de aminodcido) se describen en McGinnis et al.,

Nucleic Acids Res. 32: W20-W25 (2004).
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[00155] En una modalidad de la invencidén, el aptamero tiene
sustancialmente la misma capacidad de unirse al IL-23 que
aquella del aptémero que comprende cualquiera una de la SEQ
ID NO 13-66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ 1D
NOS103-118, SEQ ID NOS 124-134, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO
162 y SEQ ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-178, SEQ ID NOS
181-196, y SEQ ID NOS 199-314. En otra modalidad de 1la
invencién el aptémero tiene sustancialmente la misma
estructura y la capacidad de unirse al IL-23 que aquella de
un aptémero que comprende una cualquiera de la SEQ ID NO 13-
66, SEQ ID NOS 71-88, SEQ ID NOS 91-96, SEQ ID NOS 103-118,
SEQ ID NOS 124-134, SEQ ID NOS 135-159, SEQ ID NO 162 y SEQ
ID NOS 164-172, SEQ ID NOS 176-~178, SEQ ID NOS 181-196, y SEQ

ID NOS 199-314

[00156] En una modalidad de la invencidédn el aptamero tiene
sustancialmente la misma capacidad de unirse al IL-23 y/o I-
12 o aquella de un aptameroc que comprende una cualquiera de
la SEQ ID NO 14, SEQ ID NOS 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID NOS
27-32, SEQ ID NOS 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 49, SEQ ID
NOS 60-61, SEQ ID NOS 91-92, SEQ ID NO 94, y SEQ ID NOS 103-
118. En otra modalidad de la invencibén, el aptémero tiene
sustancialmente la misma estructura y capacidad de unirse al
IL-23 y/o 1IL-12, de un aptamero que comprende una cualquiera
de la SEQ ID NO 14, SEQ ID NOS 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID

NOS 27-32, SEQ ID NOS 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO 49, SEQ
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ID NOS 60-61, SEQ ID NOS 91-92, SEQ ID NO 94, y SEQ ID NOS

103-118.

[00157] En otra modalidad, los aptémeros de la invencién
son utilizados como un ingrediente activo en las
composiciones farmacéuticas. En otra modalidad, los aptameros
de las composiciones que comprenden los aptémeros de la
invencién son ntilizados para tratar enfermedades
inflamatorias y auto inmunes (que incluyen pero no estéan
limitadas a @esclerosis mdltiple, artritis reumatoide,
soriasis vulgaris, lupus eritematosus sistémico, y enfermedad
irritable del intestino, que incluyen sin 1limitacién
enfermedad de Crhon, colitlis y colitis wulcerativa), la
diabetes Tipo I, el cincer de colon el cancer de pulmén, y la

reabsorcién de hueso en la osteoporosis.

[00158] En algunas modalidades las terapias de aptamero de
la presente invencién tienen gran afinidad y especificidad
con sus blancos aunque reduciendo sus efectos colaterales
deletéreos de las sustituciones de nucleétido de ocurrencia
no natural si las terapias de aptémero se rompen en el cuerpo
de los pacientes o sujetos. En algunas modalidades, 1las
composiciones terapéuticas que contienen las terapias de
aptamero de la presente invencién son libres o tienen una

cantidad reducida de nucledétidos fluorinadoes.
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[00159] Los aptdmeros de la presente invencidén se pueden
sintetizar utilizando cualquiera de las técnicas de sintesis
de oligonucleétido conocidas en 1la técnica que incluyen
técnicas de sintesis de oligonuclebétido de fase sélida (ver,
por ejemplo, Froehler et al., Nucl. Acid Res. 14: 5399-5467
(1986) y Froehler et al., Tet. Lett. 27: 5575-5578 (1986)) y
ver,por ejemplo, Sood et al., Nucl. Acid Res. 4: 2557 (1997)

y Hirose et al., Tet. Lett. 28: 2449 (1978)).

1OS APTAMEROS QUE TIENEN MOTIVOS INMUNOESTIMULATORIOS

[00160] La presente invencién suministra aptémeros que se
unen al OL-23 y/o IL-12 y modulan su funcién bioldgica. Mas
especificamente, la presente invencién suministra los
aptdmeros que i1ncrementan la unién del IL-23 y/o IL-12 al
receptor IL-23 y/o IL-12 mejorando de esta manera la funcién
biolégica del IL-23 y/o IL-12. El efecto agonistico de tales
aptémeros se pueden mejorar adicionalmente al seleccionar los
aptémeros que se unen al IL-23 y/o IL-12 y contienen motivos
inmuncestimulatorios, o al tratar con aptameros que se unen
al IL-23 y/o IL-12 en conjunto con los aptémeros para un
blanco conocido para unirse a las secudncias

inmunoestimulaterias.

[00161] El reconocimiento del ADN bacterial mediante el
sistema inmune de vertebrados se basa en el reconocimiento

de los dinucle6ttidos CG no metllados en los contextos de
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secuencia particular (“motivoes CpG”)}). Un receptor que
reconoce tales motivos es el receptor 9 similar a Toll (“TLR
5”), un miembro de la familia de los receptores similares a
Toll (~ 10 miembros) que participan en la respuesta inmune
innata al reconocer los componentes microbiano; distintos.
El TLR 9 se une a la secuencia CpG del oligodesoxinucleétido
no metilado (“ODN”) de una manera especifica de secuencia. El
reconocimiento de los motives CpG dispara el mecanismo de
defensa que conduce a respuestas inmunes innatas o
Gltimamente adquiridas. Por ejemplo, la activacién de TLR 9
en ratone induce la activacién de células que presentan
antigeno, sobre regulacién de las moléculas MHC Clase I y II
y la expresiédn de moléculas co-estimulatorias importantes y
citoquinas que incluyen IL-12 e IL-23. Esta activacién mejora
tanto directa como indirectamente las respuestas de célula de
las células B y T incluyendo sobre regulaciédn robusta de la
citoquina TH1 IFN-gama. Colectivamente, la respuesta a las
secuenclas CpG conducen a: protecciédn contra enfermedades
infecciosas, respuesta inmune mejorada a 1las vacunas, una
respuesta efectiva contra el asma, y una citotoxicidad
mediada por célula dependiente de anticuerpo mejorada. Asi,
los CpG ODN pueden suministrar proteccién contra 1las
enfermedades infecciosas, funcionan como un inmuno adyuvantes
o terapias para el cancer {monoterapia o en combinacién con
el mAb u otras terapias), y pueden disminuir el asma y la

respuesta alérgica.
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[00162] Los aptdmeros de la presente invencién comprenden
una o miAs CpG u otras secuenclas inmuno estimulatorias se
pueden identificar o© generar mediante una variedad de
estrategias utilizando, por ejemplo, el proceso SELEX™
descrito aqui, Las secuencias inmuno estimulatorias
incorporadas pueden ser ADN, ARN, y/o una combinacién de
ADN/ARN. En general las estrategias se pueden dividir en dos
grupos. En el grupo uno, las estrategias estdn dirigidas a
identificar o a generar los aptameros que comprenden tanto el
motivo CpG u otra secuencla inmuno estimulatoria asi como
también el sitio de unién para un blanco, donde el blanco (en
lo sucesivo “blanco no CpG”) es un blanco diferente de uno
conocido por reconocer los motivos CpG u otras secuencias
inmuno estimulatorias y conocidas por estimular la respuesta
inmune luego de unirse a un motivo CpG. En algunas
modalidades de la invencién el blanco no CpG es un blanco IL-
23 y/o IL-12. La primera estrategia de este grupo comprende
desarrollar SELEX™ para obtener un aptamero a un blanco no
CpG especifico, preferiblemente un blanco, por ejemplo, Il1-23
y/o 1IL-12, en donde 1la respuesta inmune represada es
revelante al desarrollo de la enfermedad, utilizando un grupo
de oligonuclebétido en donde un motivo CpG se ha incorporado
en 3’ fija, por ejemplo, en algunas modalidades la regién
aleatorizada de los miembros de grupo comprenden una regién
fija que tiene un motivo CpG incorporado aqui, y que
identifica un aptédmero que comprende el motivo CpG. La

sequnda estrategia de éste grupo comprende desarrollar SELEX™
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para obtener un aptédmero a un blanco no CpG especifico,
preferiblemente un blanco, por ejemplo IL-23 y/o IL-12, donde
la respuesta inmune represada es revelante al desarrollo de
la enfermedad, y luego de la selecciédn que termina en un
motivo CpG en el extremo 5’ y/o 3’ o trabajado por ingenieria
un motivoe CpG en una regién, preferiblemente una regiénm no
esencial, del aptémero. La tercera estrategia de este grupo
comprende desarrollar SELEXTM para obtener un aptémero a un
blanco no-CpG especifico, preferiblemente un blanco, por
ejemplo IL-23 y/o IL-12, donde una respuesta inmune represada
es relevante para el desarrollo de la enfermedad, en donde
durante la sintesis del grupo la proporcién molar de varios
nucledétidos es presionada en una o mAs etapas de adicién de
nucledtido de tal forma que la regiébn aleatorizada de cada
miembro del grupo es enriquecida en los motivos CpG, e
identificando un aptémero que comprende un motivo CpG. La
cuarta estrategia de este grupo comprende desarrollar SELEX™
para obtener un aptamero a un blanco no CpG especifico,
preferiblemente un blanco, por ejemplo, Il-23 y/o IL-12,
donde la respuesta inmune represada es revelante al
desarrollo de la enfermedad, e identificandc un aptémero que
comprende un motivo CpG. La quinta estrateglia de este grupo
comprende desarrollar SELEX™ para obtener un aptamero a un
blanco no-CpG especifico, Preferiblemente un blance, por
ejemplo, IL-23 y/o IL-12, donde la respuesta inmune represada

es revelante al desarrollo de la enfermedad, a identificar un
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aptdmero el cual, luego de unidén, estimula una respuesta

inmune pero gque no comprende un motivo CpG.

[00163] En el grupo dos, las estrategias estdn dirigidas a
identificar o a generar aptameros que comprenden un motivo
CpG y/o otras secuencias que se unen mediante los receptores
para los motivos CpG (por ejemplo TLR9 u otros sectores
similares a Toll) y luego estimular la unién de una respuesta
inmune. ILa primera estrategia de este grupo comprende
desarrollar SELEX™ para obtener un aptémero a un blanco
conocido para unirse a los motivos CpG u otras secuencias
inmunoestimulatorias y luego estimular por unién una
respuesta inmune que utiliza un grupo de oligonucledétido en
donde el motivo CpG se ha incorporado en cada miembro del
grupo como parte de, una regidén fija, por ejemplo, en algunas
modalidades la regién aleatorizada de los miembros del grupo
comprenden una regiétn fija que tiene un motivo CpG
incorporado alli. E identificando una aptamero que comprende
un motivo CpG. La segunda estrategia de este grupo comprende
desarrollar SELEX™ para obtener un aptimero a un blanco
conocido por unirse a los motivos CpG u otras secuenclas
inmunoestimulatorias y luego estimular la unién de una
respuesta inmune y luego terminar en un motivo CpG en el
extremo 5’ y/o 3’ o trabajar por ingenieria un motivo CpG en
una regidén, preferiblemente una regidén no esencial, del
aptadmero. La tercera estrategia de este grupo comprende

desarrollar SELEXTM para obtener un aptdmero © un banco
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conocido para unir los motivos CpG u otras secuencias
inmunoestimulatorias y luego estimular la wunién de una
respuesta inmune en donde durante la sintesis de grupo, la
proporcién molar de varios nucledétidos es presionada en una o
mAs etapas de adicién de nucledtidos en tal forma que la
regién aleatorizada de cada miembro de grupo se enriquece en
los motivos CpG, e identificando un aptédmero que comprende un
motivo CpG. La cuarta estrategia de este grupo comprende
desarrollar SELEX™ para obtener un aptimerc a un blanco
conocido para unir los motivos CpG u otras secuencias
inmunoestimulatorias y luego estimular por unién wuna
respuesta inmune identificar un aptamero que comprende un
motivo CpG. La quinta estrategia de este grupo comprende
desarrollar SELEXTM para obtener un aptémero a un blanco
conocido para unir los motivos CpG u otras secuencias
inmunoestimulatorias, identificar un aptamero el cual luego
de la unién, estimula una respuesta inmune pero que no

comprende un motivo CpG.

[00164] Una variedad de diferentes clases de motivos CpG se
ha identificado, cada una resultando luego del reconocimiento
en una cascada diferentes de eventos, liberacién de
citoquinas u otras moléculas, y activacién de clertos tipos
de célula. Los motivos CpG en ADN Bacterial y sus efectos
inmunes, ver, por ejemplo, Annu. Rev. Immunol.2002, 20: 709~
760, incorporada aqui como referencia. Adicionalmente los

motivos inmunoestimulatorios se describen en las siguientes
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Patentes U.S, cada una es incorporada aqui como referencia.
La Patente U.S. No. 6,207,646,; La Patente U.S No.6,239,116;
La Patente U.S. No. 6,429,199; la Patente U.S. No. 6,214,806;
la Patente U.S. No. 6,653,292; la Patente U.S. No. 6,426,434;
la Patente U.S. No. 6,514,948 y 1la Patente U.S. No.
6,498,148. Cualquiera de estas CpG u otros motivos
inmunoestimulatorios se pueden incorporar en un aptémero. La
escogencia de los aptameros es dependiente de la enfermedad o
desorden a ser tratado. Los motivos inmunoestimulatorios
preferidos son como sigue (mostrados de 5’ a 3’ de izquierda
a derecha) en donde “r” designa una purina, “y” designa una
pirimidina, y “x” designa cualquier nucledtido: AACGTTCGAG
(SEQ ID 7); AACGTT; ACGT; rCGyy, rCGy, rrCGyy, XCGX, XXCGXX,
y X1X2CGY1Y2 en donde X; es G o A, Xa no es C, Y1 no es G y Y3

es preferiblemente T.

[00165] En aquellos casos donde un motive CpG se incorpora
en un aptamero que se une a un blanco especifico diferente de
un blanco conocido por unirse a los motivos CpG y luego de
estimular por unién una respuesta inmune (un “blanco no
CpG”), el CpG es preferiblemente localizado en una regién no
esencial del aptéamero. Las regiones no esenciales de los
aptameros se pueden identificar mediante mutagenésis dirilgida
de sitio, andlisis de supresién y/o andlisis de sustitucién.
Sin embargo, cualquier localizacién que no interfiera
significativamente con la capacidad del aptémero para unirse

al blanco no CpG se puede utilizar. Ademas de estar embebido
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dentro de la secuencia de aptémero, el motivo CpG se puede
terminar en cualquiera o ambos de los estemos 5’ y 3’ o unir
de otra forma al aptamero. Cualquier localizacién o medios de
unién se pueden utilizar en tanto que la capacidad del
aptédmero para unirse al blanco no CpG no interfiere

significativamente.

[00166] Como se utiliza aqui, “estimulacién de la respuesta
inmune” puede significar (1) la induccién de una respuesta
especifica (por ejemplo, inducciédn de una respuesta Thl) o de
la produccién de ciertas moléculas o (2) de inhibicién o
supresién de una respuesta especifica (por ejemplo,
inhibicién o supresién de la respuesta Th2) de o de ciertas

moléculas.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

[00167] La invencién también incluye composiciones
farmacéuticas que contienen moléculas de aptédmero que se unen
al IL-23 y/o IL-12. En algunas modalidades, las composiciones
son adecuadas para uso interno e incluyen una cantidad
efectiva de un compuesto farmacolégicamente activo de la
invencién, solo o en combinacién, con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Los compuestos son
especialmente (Gtiles por que ellos tienen muy baja si es que

alguna toxicidad.
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[00168] Las composiciones de la invencién se pueden
utilizar para tratar o prevenir una patologia, tal como una
enfermedad o desorden, o aliviar los sintomas de tal
enfermedad o desorden en un paciente. Por ejemplo, 1las
composiciones de la presente invencién se pueden utilizar
para tratar o prevenir una patologia asociada con las
citoquinas IL-23 y/o IL-12, que incluyen enfermedades
relacionadas con inflamaciones y autoinmunes, diabetes Tipo

I, reabsorcién de hueso en la osteoporosis y cancer,

[00169] Las composiciones de la invencién son Gtiles para
la administracién a un sujeto que sufre de, o esté
predispuesto a, una enfermedad o© desorden que esté
relacionado 0 que se deriva de un blanco al cual se pueden
unir especificamente los aptédmeros de 1la invencién. Las
composiciones de la invencién se pueden utili;ar en un método
para tratar un paclente o sujeto que tiene una patologia. El
método involucra administrar al paciente objeto un aptamero
de una composicién que comprende los aptameros que se unen al
IL-23 y/o IL-12, involucrados con la patologia, de tal forma
que la unién de lactamero a IL-23 y/o IL-12 alteran 1la

funcién biolégica del blanco, tratando de esta manera 1la

patologia.

[00170] El paciente o sujeto que tiene una patologia, es

decir, un paciente o sujeto tratado por medio de los métodos
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de esta invencién, puede ser un vertebrado, mis

particularmente un mamifero, o mds particularmente un humano.

[00171] En la préactica, los aptameros o sus sales
farmacéuticamente aceptables, son administrados en cantidades
que serén suficientes para ejercer su actividad biolégica
deseada, por ejemplo, inhibiendo a unién del IL-23 y/o IL-12

a su receptor.

[00172] Un aspecto de la invencién comprende una
composicién de aptamero de la invencién 'en combinacién con
otros tratamientos para las enfermedades inflamatorias y auto
inmunes, cancer, y otros desordenes. relacionados. La
composicién de aptdmero de la invencién puede contener, por
ejemplo, mas de un aptamero. En algunos ejemplos, una
composicién de aptamero de la invenciédn, que contiene uno o
més compuestos de la invencién, se administra en combinacién
con otra composicién atil tal como un agente
antiinflamatorio, un inmunosupresor un agente anti wviral, o
similar. Adicionalmente, los compuestos de la invencién se
pueden administrar en combinacién con agente citotéxico,
citostdtico o quimioterapéutico, tal como un agente
alquilatante, antimetabolito, inhibidor mitético (o}
antibiético citotéxico, como se describié anteriormente. En
general, las formas de dosis habitualmente disponibles de los
agentes terapéuticos conocidos para uso en tales

combinaciones sera adecuado. ¢
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[00173] “Terapla de combinacién” (o “co-terapia”) incluye
la administracién de una composicién de aptamero en la
invencién y al menos un segundo agente como parte del régimen
de tratamiento especifico destinado a suministrar el efecto
benéfico de la coaccién de estos agentes terapéuticos. El
efecto benéfico de la combinacién incluye, pero no esta
limitada a, coaccién farmacocinética o farmacodinémica que
resulta de la combinacién de los agentes terapéuticos. lLa
administracién de estos agentes terapéuticos en combinacién
tipicamente es llevada a cabo durante un periodo de tiempo
definido (usualmente minutos, horas, dias, o semanas

dependiendo de la combinacién seleccionada.

[00174] “Terapia de combinacidn” puede, pero generalmente
no estd destinada a comprender la administracién de dos o més
de éstos agentes terapéuticos como parte de unos regimenes de
monoterapia separados que 1incidental y arbitrariamente dan
como resultado la combinacién de la presente invencién.
“Terapia de combinacién” estd destinado a abarcar 1la
administracién de estos agentes terapéuticos de una manera
secuenclal, esto es, en donde cada agente terapéutico se
administra en un momento diferente, asi como también 1la
administracién de estos agentes terapéuticos, o al menos dos
de los agentes terapéuticos, de una manera sustancialmente
simultanea. La administracién sustancialmente simultanea se

puede lograr, por ejemplo, al administrar al sujeto una

E;
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cidpsula simple que tiene una proporcién de cada agente
terapéutico o en cdpsulas miltiples, simples para cada uno de

los agentes terapéuticos.

{00175) La administracién secuencial o sustancialmente
simultdnea de cada agente terapéutico se puede efectuar
mediante wuna ruta apropiada, que incluye, pero no esta
limitada a, rutas tépicas, rutas orales, rutas intravenosas,
rutas intramusculares, y absorcién directa a través de los
tejidos de membrana de la mucosa. Loa agentes terapéuticos se
pueden administrar por la misma ruta o por diferentes rutas.
Por ejemplo, un primer agente terapéutico de la combinacién
seleccionada se puede administrar mediante inyeccidédn aunque
otros agentes terapéuticos de 1la combinacién se pueden

administrar tépicamente.

[(00176] Alternativamente, por ejemplo, todos los agentes
terapéuticos se pueden administrar tépicamente o todos los
agentes terapéuticos se pueden administrar mediante
inyecciétn. La secuencia en todos los agentes terapéuticos son
administrados no es estrechamente critica a menos que se
anote de otra forma. "Terapia de combinaciédn” también puede
abarcar la administracién de los agentes terapéuticos como se
describié anteriormente en combinaciones adicionales con
otros ingredientes bioldéglcamente activos. Donde la terapia
de combinacién comprende ademds un tratamiento sin droga, el

tratamiento sin droga puede ser conducido en cualquier

47?
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momento adecuado en tanto que el efecto benéfico de 1la
coaccién de la combinacién de los agentes terapéuticos y el
tratamiento sin droga se logre. Por ejemplo, en casos
apropiados, el efecto benéfico se logra aun cuando el
tratamiento sin droga se remueve temporalmente de la
administracién de los agentes terapéuticos, quizds en dias o

aun semanas.

[00177] Las composiciones terapéuticas farmacolégicas de la
presente invencién comprenderidn generalmente una cantidad
efectiva de los componentes activos de la terapia, disuelta o
dispersa en un medio farmacéuticamente aceptable. Los medios
o vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera
y todos los solventes, medios de dispersién, recubrimientos,
agentes antibacteriales y antifungosos, agentes isoténicos y
de retrazo de absorcidén y similares. El uso de tales medios y
agentes para las sustancias farmacéuticas activas es bien
conocidoc en la técnica. Los ingredientes suplementarios
activos también se pueden incorporar en las composiciones

terapéuticas de la presente invencién.

[00178] La preparaciédn de las composiciones farmacéuticas o
farmacolédgicas serd conocido por aquellos expertos en la
técnica a la luz de la presente descripcién. Tipicamente,
tales composiciones se pueden preparar como inyectables, o
como soluciones o suspensiones liquidas; formas sélidas

adecuadas para soluciédn en, o suspensién en, liquidos antes
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de 1inyeccién; como tabletas u otros sélidos para la
administracién oral; como capsulas de liberacién en el
tiempo; © en cualquier otra forma habitualmente utilizada,
que incluye gotas para ojo, cremas, lociones, emplastos,
inhalantes y similares. El uso de formulaciones estériles,
tales como lavado de solucién salina, por cirujanos, médicos
0 trabajadores del cuidado de la salud para tratar un area
particular en el campo de operacién también puede ser
particularmente Gtil. Las composiciones también se pueden
suministrar por via de un micro dispositivo, micro particula

o esponja.

[00179]) Luego de 1la formulacién, los terapéuticos seréan
administrados de una manera compatible con la formulacién de
dosis, y en tal cantidad como es farmacoldédgicamente efectiva.
Las formulaciones son fécilmente administradas en una
variedad de formas de dosis, tal como el tipo de soluciones
inyectables descritas anteriormente, pero las capsulas de

liberacién de droga y similares también se pueden emplear.

[00180) En este contexto, la cantidad del ingrediente
activo y volumen de la composicién a ser administrada depende
del animal huésped a ser tratado. Las cantidades precisas del
compuesto activo requeridas para la administracién dependen
del juicio del practicante y son peculiares para cada

individuo.
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[00181} Un volumen minimo de una composicién requerido para
dispersar los compuestos activos es el que se utiliza
tipicamente. Los regimenes adecuados para la administracién
también son variables, pero estarian tipificados al
administrar inicialmente el compuesto y monitorear 1los
resultados y luego dar dosis controladas adicionales a

intervalos adicionales.

[00182] Por ejemplo, para la administracién oral en 1la
forma de una tableta o cépsula (por ejemplo una céapsula de
gelatina), el componente de droga activo se puede combinar
con un vehiculo oral, no téxico, farmacéuticamente aceptable
inerte tal como etanol, glicerol, agua y similar. Mas aun,
cuando se desea © es necesario, ligadores adecuados,
lubricante, agentes desintegrantes, y agentes colorantes
también se pueden incorporar en la mezcla. Los ligadores
adecuados incluyen almidén, aluminio silicato de magnesio,
pasta de almidén, gelatina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o ©polivinilpirrolidona,
azucares naturales tales como glucesa o betalactosa,
endulzantes de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como
acacia, tragacanto o alginato de sodio, polietileno glicol,
ceras, Yy similares. Los lubricantes utilizados en estas
formas de dosis incluyen oleato de sodio, estearatoc de sodio,
estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio,
cloruro de sodio, silice, talco, &cido estearico, su sal de

magnesio o calcio y/o polietilenglicol, y similar. Los
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desintegradotes incluyen sin limitacidn, almidén,
metilceluloesa, agar, bentonita, almidones de goma xantano,
agar, 4cido alginico o su sal de sodio, o0 mezclas
efervescentes, y similares. Los diluyentes, incluyen, por
ejemplo, lactosa, dextrosa, sucrosa, manitol, sorbitol,

celulosa y/o glicina.

[00183] Los compuestos de la invencién también se pueden
administrar en tales formas de dosis oral como tabletas o
cépsulas de liberacién en el tiempo y liberacién sostenida,
plldoras, polvos, grdnulos, elixires, tinturas, suspensiones,
melazas y emulsiones. Los supositorios son preparados de

manera ventajosa de emulsiones o suspensiones grasas.

[00184] Las composiciones farmacéuticas se pueden
esterilizar y/o contienen adyuvantes, tales como agentes
preservantes, estabilizantes, humectantes, humectantes o
emulsificantes, promotores de solucién, sales para regular la
presién osmética y/o amortiguadores. Ademas, ellos también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas.
Las composiciones se preparan de acuerdo con una mezcla
convencional, granulando, o con métodos de recubrimiento, y
tipicamente contienen aproximadamente 0.1% a 75%,
preferiblemente aproximadamente 1% a 50%, del ingrediente

activo.

S
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[00185] El 1liquido, particularmente en las composiciones
inyectables pueden, por ejemplo, ser preparadas al disolver,
dispersarse, etc. El compuesto activo se disuelve o se mezcla
con un solvente farmacéuticamente puro tal como, por ejemplo,
agua, solucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y
similares, para formar de esta manera la solucién a la
suspensién inyectable. Adicionalmente, 1las formas sdélidas
adecuadas para disolverse en liquido antes de la inyeccién se

pueden formular.

[00186] Los compuestos_de la presente invencién se pueden
administrar en forma intravenosa (tanto en bolo como
infusién) intraperitoneal, subcutdnea o intramuscular, todas
utilizande formas bien conocidas por aquellos versados en las
técnicas farmacéuticas. Los inyectables se pueden preparar en
formas convencionales, o en soluciones © suspensiones

liquidas.

[00187] La administracién inyectable parenteral se utiliza
en general para inyecclones subcutineas, intramusculares o
intravenosa e infusiones. Adicionalmente, una aproximacién
para la administracién parenteral emplea la implantacién de
sistemas de liberacién lento o 1liberacién sostenida, que
aseguran que se mantenga un nivel constante de dosis, de
acuerdo con la patente No 3,710,795, incorporado aqui como

referencia.
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[00188] Adicionalmente, los compuestos preferidos para la
presente invencién se pueden administrar en forma intranasal
por via de uso tépico de vehiculos intranasales adecuados,
inhalantes, o por vias de rutas transdérmicas, utilizando
estas formas de los parches de piel transdérmico bien
conoclides por aquellos versados en la técnica. Para ser
administrado en 1la forma de un sistema de suministro
transdérmico, la administracién de la dosis, por supuesto,
serd continua en lugar de intermitente a través del régimen
de dosis. Otras preparaciones téplcas preferidas incluyen
cremas, unguUentos, lociones, pulverizados en aerosol y geles,
en donde la concentracién del ingrediente activo variaria

tipicamente de 0.01% a 15%, p/p o P/v.

{00189] Para las composiciones sélidas, los excipientes
incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio sacarina de sodio, talco, celulosa,
glucosa, sucrosa, carbonato de magnesio y similares. El
compuesto activo definido anteriormente, se puede formular en
supositorios, utilizando por ejemplo, polialquilenglicoles,
por ejemplo, propilenglicol, como el vehiculo. En algunas
modalidades, los supositorios se preparan ventajosamente de

emulsiones o de suspensiones grasas.

[00190] Los compuestos de la presente invencién se pueden
administrar en la forma de sistemas de suministro de

liposoma, tal como vesiculas unilamelares pequeflas, vesiculas

2
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unilamelares grandes y vesiculas multilamerales. Los
liposomas se pueden formar de una variedad de fosfolipidos,
que contienen colesterol, estearilamina o fosfatidilcolina.
En algunas modalidades una pelicula de componentes lipidos se
hidrata con una solucién acuosa de droga para formar una capa
de lipido que encapsula la droga, como se describié en la
patente U.S. No 5,262,564. Por ejemplo, las moléculas de
aptamero descritas aqui se pueden suministrar como un
complejo con un compuesto fosfoffilico o no inmunogénico, un
compuesto de alto peso molecular construide utilizando les
métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo de complejos
asociados a acido nucleico se suministra en la patente U.S.

No. 6,011,020.

[00191]) Los compuestos de la presente invencién también se
pueden acoplar con polimeros solubles como vehiculos para
droga con blanco. Tales polimeros pueden incluir
polivinilpirrolidona, el copolimerc piran, pelihidroxipropil-
metacrilamida -fenol, pelihidroxietilaspanamidefenol, o
polietilenoxidepolilisina sustituida con residuos de
palmitoilo. Adiciocnalmente, los compuestos de la presente
invencién se pueden acoplar a una clase de polimeros
biodegradables Gtiles para lograr la vibraciédn controlada de
una droga, por ejemplo, A&acido polilactico, poliepsilén
caprolactona, &cido polihidroxibutirico, poliortoesteres,
poliacetales, polihidropiranos, policianocaquilatos y

copolimeros de bloque reticulado de hidrogeles.
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[00192] Si se desea, la composicién farmacéutica a ser
administrada también puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no toxicas tales como agentes
humectantes y emulsificantes, agentes amortiguantes de pH, y
otras sustancias tales como por ejemplo, acetato de sodio, y

oleato de trietanolamina.

[00193] El régimen de dosis que utiliza los aptémeros se
selecciona de acuerdo con una variedad de factores que
incluyen tipo, especies, edad, peso, sexo y condicién medica
del paciente; la severidad de la condicidén a ser tratada; la
ruta de administracién; la funcién renal y hepatica del
paciente; y el aptamero particular o la sal empleada de este.
Un médico o veterinario medianamente versado puede facilmente
determinar y predescribir la cantidad efectiva de la droga
requerida para evitar, contrarrestar o disminuir el progreso

de la condicidén.

[00194] Las dosis orales de la presente invencién, cuando
se utilizan para 1los efectos indicados variaran entre
aproximadamente 0.05 a 7500 mg/dia oralmente. Las
composiciones son preferiblemente suministradas en la forma
de tabletas graduadas que contienen 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0,
15.0, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0, 500.0 y 1000.0 mg de
ingrediente activo. Las dosis infundidas las dosis

intranasales y las dosis transdérmicas variaran entre 0.05 a

Y
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7500 mg/dia. Las dosis subcutdaneas, intravenosas e

intraperitoneales variaran entre 0.05 y 3800 mg/dia.

[00195] Los niveles de plasma efectivos de los compuestos

de la presente invencién varian desde 0.002 mg/mL a 50 mg/mL.

[00196] Los compuestos de la presente invenciédn se pueden
administrar en una dosis diaria simple de la dosis diaria
total a ser administrada en dosis divididas de dos, tres o

cuatro veces diariamente.

MODULACION DE LOS FARMACOCINETICOS Y BIODISTRIBUCION DE LOS

TERAPEUTICOS DE APTAMERO

[00197] Es importante que las propiedades farmacocinéticas
de todos los terapéuticos basados en oligonucledtido, que
incluyen los aptameros, sean ajustadas para coincidir con la
aplicacién farmacéutica deseada. Aunque los aptéameros
dirigidos contra los blancos extracelulares no sufren de las
dificultades asociadas con el suministro intracelular (como
es el caso con los terapéuticos basados en contrasentido o
ARNi), tales aptameros pueden ser capaces de ser distribuidos
a o6rganos y tejidos blancos y permanecer en el cuerpo (no
modificado) durante un periodo consistente con el régimen de

dosificacién deseado.
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[00198] Asi, la presente invencién suminlistra materiales y
métodos para afectar los farmacocinéticos de las
composiciones de aptémero, y, en particular, la capacidad de
sintonizar los farmacocinéticos del aptamero. La
sintonizabilidad de (es decir la capacidad de modular) los
farmacocinéticos de aptédmero se logra a través de 1la
conjugacién de porciones modificantes (por ejemplo polimeros
PEG) para el aptamero y/0O la incorporacién de nucledtidos
modificados (por ejemplo 2'-fluoro o 2 '-metil) para alterar
la composicién quimica del &acido nucleico., La capacidad para
sintonizar los farmacocinéticos de aptémero se utiliza en la
mejora de las aplicaciones terapéuticas existentes, o
alternativamente en el desarrollo de nuevas aplicaciones
terapéuticas. Por ejemplo, en algunas aplicaciones
terapéuticas, por ejemplo, en configuraciones para el cuidado
antineopldsico o agudo donde una limpieza o apagado réapido de
la droga puede ser deseable, es deseable disminuir los
tiempos de residencia de los aptimeros en la circulacién.
Alternativamente, en otras aplicaciones terapéuticas, como
por ejemplo, terapias de mantenimiento donde la circulacién
sistémica de 1la terapia se desea, puede ser deseable
incrementar los tiempos de residencia de los aptameros en

circulacién.

[00199] A demés, la sintonizabilidad de los
farmacocinéticos de aptamero se utiliza para modificar la

biodistribucién de un terapéutico de aptamero en un sujeto.
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Por ejemplo, en algunas aplicaciones terapéuticas puede ser
deseable alterar la biodistribucién de un terapéutico de
aptamero en un esfuerzo para apuntar a un tipo particular de
tejido o un 6rgano especifico (o conjunto de oérganos). En
estas aplicaciones, el terapéutico de aptéamero acumula
preferencialmente en un tejido especifico o o6érganos u
érgancs. En otras aplicaciones terapéuticas puede ser
deseable apuntar a tejidos que despliegan un marcador celular
o un sintoma asociado con una enfermedad dada, daflo celular u
otra patologia anormal, de tal forma que el terapéutico de
aptadmero se acumula preferencialmente en el tejido afectado.
Por ejemplo, como se describié en la solicitud provisional
aplicada pendiente de los Estados Unidos serie No 60/550790,
presentada en marzo 5 del 2004, y titulada ™“Controlled
Modulation of the Pharmacokinetics and Biodistribution of
Aptamer Therapeutics”, y en la solicitud Estadounidense no
provisional No. 10/-,-, presentada en marzo 7 del 2005,
también titulada “Controlled Modulation of the
Pharmacokinetics and Biodistribution of Aptamer
Therapeutics”, la PEGylacion de un terapéutico de aptémero
(por ejemplo PEGylacion de un polimero PEG de 20 kDa) se
utiliza para apuntar a tejidos inflamados blanco, de tal
forma que el terapéutico de aptdmero PEGylado se acumula

preferencialmente en el tejido inflamado.

[00200] Para determinar los perfiles farmacocinéticos y la

biodistribucién de los terapéuticos de aptémero (por ejemplo

Y
X
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los conjugados de aptamero los aptameros que tienen quimicas
alteradas, tales como nucleétidos modificados) son
monitoreados de una variedad de parémetros. Tales parémetros
incluyen por ejemplo, la vida media (tis2), la limpieza de
plasma (Cl), el volumen de distribucién {(V..), el area bajo la
curva del tiempo de concentraciédn (AUC), la concentracién de
suero © plasma maxima observada (Cmx), Y el tiempo de
residencia medio (MRT) de una composicidén de aptamero. Como
se utiliza aqui, el termino “AUC” se refiere al &area bajo la
grafica de concentracién de plasma del terapéutico de
aptamero versus el tiempo después de la administracién del
aptadmero. El1 valor AUC se utlliza para estimar 1la
biodisponibilidad (es decir, el porcentaje de terapeéutico
aptémero administrado en <circulacién después de la
administracién de aptdmero) y/o la limpleza total (Cl) (es
decir la proporcién en la cual se remueve el terapéutico de
aptémero de circulacién) de un terapéutico de aptamero dado.
El volumen de distribucidén se relaciona con la concentracién
de plasma de un terapéutico de aptamero a la cantidad de
aptamero presente en el cuerpo. Entre mayor el Vss, mis se
encuentra un aptimero por fuera del plasma (es decir, mayor

la extravasacién).

[00201] La presente invencién suministra materiales vy
métodos para modular, de una manera controlada, los
farmacocinéticos y la biodistribucién de las composiciones de

aptédmero estabilizadas en vivo al conjugar un aptamero a, o

U5>
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modular la porcién tal como una molécula pequefia, péptido, o
grupo terminal polimero, o al incorporar los nuclebtidos
modificados en un aptémero. Como se describe aqui, 1la
conjugaclién de una porcién modificatoria y/o la composicién
quimica del o los nucledtidos alterantes alteran los aspectos
fundamentales del tiempo de residencia del aptamero en

circulacién y distribucién a los tejidos.

[00202] Ademéas de la limpieza por  nucleasas, los
terapéuticos de oligonucleétidos son sometidos a eliminacién
por via de filtracién renal. Como tales, los oligonucleébtidos
resistentes a la nucleasa administrados intravenosamente
exhiben tipicamente una vida media in vivo de <10 min, a
menos que la filtracidn se pueda bloquear. Esto se puede
lograr al facilitar la distribucién rapida por fuera del
torrente sanguineo en los tejidos o al incrementar el peso
molecular aparente del nucleétido por encima del corte de
tamafio efectivo del glomerulo. La conjugacién de los
terapéuticos pequefios al polimero PG (PEGilacién), descrito
adelante, puede dramAticamente alargar 1los tiempos de
residencla de los aptémeros en circulacién, disminuyendo de
esta manera la frecuencla de dosificacién y mejorando la

efectividad contra los blancos vasculares.

[00203] Los aptémeros se pueden conjugar en una varledad de
porciones modificantes tal como polimeros de alto peso

molecular, por ejemplo, PEG; péptidos, por ejemplo, Tat (y el

LV
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fragmento de aminocAcido 13 de la proteina HIV Tat (Vives et
al., (19%7), J. Biol. Chem. 272(25): 16010-7)), Ant (una
secuencia de 16 aminoadcldos derivada de la tercera hélice de
la proteina homeotica dedrosofila antenapedia (Pletersz, et
al., (2001), Vaccine 19(11-12): 1397-405)) y Arg; (péptidos
permeantes de célula corta positivamente cargada compuesta de

poliarginina (Arg?7) (Rothbard, et al., (2000), Nat. Med.

6{11): 1253-7; Rothbard, J et al., (2002), J. Med. Chem. -

45(17): 3612-8)}): y moléculas pequefla, por ejemplo,
compuestos lipofilicos tales como coleaterol. Entre los
varios conjugados descritos aqui, las propiedades in vivo de
los aptdmeros son alteradas mAs profundamente mediante
complejacién con grupos PEG. Por ejemplo, la complejacidén de
un terapéutico de aptémero 2°'f y 2°-OMe modificado con un
polimero de PEG de 20 kDa oculta la filtracién renal y
promueve la distribucién de aptamero a tejidos tanto
saludables como inflamados. Adicionalmente un conjugado de
aptamero de polimero PEG de 20 kDa prueba ser aproximadamente
efectivo como un polimero PEG de 40 kDa para prevenir la
filtracién renal de los aptémeros. Aunque un efecto de la
PEGilacion es sobre la limpieza del aptémero, la exposicién
sistémica prolongada lograda mediante la presencia de la
porcién de 20 kDa también facilita 1la distribucién del
aptamero a los tejidos, particularmente aquellos de &6rganos
altamente prefusionados en aquellos en un sitio de 1la
inflamacién. El1 conjugado de polimero PEG de 20 kDa de

aptamero dirige la distribucién de aptémero al sitio de la
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inflamacién de tal forma que el aptédmerc PEGilado se acumula
en el tejido inflamado. En algunos casos, el conjugado de
aptamero PEGilado de 20 kDa es capas de acceder al interior

de las células tal, por ejemplo, células de rifén.

[00204] Los nucledétidos modificados también se pueden
utilizar para modular la limpieza del plasma de los
aptameros. Por ejemplo, un aptamero no conjugado que
incorpora ambas quimicas estabilizantes 2°-F y '2°-OMe, el
cual es tipicamente de aptamercs de generaciédn habitual en
razén a que este exhibe un alto grado de estabilidad de
nucleasa in Vitro e in vivo, despliega una perdida rapida del
plasma (es decir 1limpieza del plasma rapida) y una
distribucibén rapida en 1los tejidos, principalmente en el

rifibn, cuando se compara con un aptdmero no modificado.

ACIDOS NUCLEICOS DERIVADOS DE PEG

[00205] Como se describié anteriormente la derivacidn de
los &cidos nucleicos con polimeros no inmunogénicos de alto
peso molecular tiene el potenclal de alterar las propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas de los &clidos nucleicos
que los hace agentes terapéuticos més efectivos. Los cambilos
favorables en 1la actividad puede incluir la resistencia
creciente a la degradacién por las nucleasas, la filtracién

disminuida a través de los rifiones, la exposicién disminuida

W,
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al sistema inmune, y la distribucién alterada del terapéutico

a través del cuerpo.

[00206] Las composiciones de aptdmero de la invencién se
pueden derivar con las porciones de polialquilenglicol
(“*PAG”). Los ejemplos de los Acidos nucleicos PAG derivados
se encuentran en las solicitudes en Estados Unidos Ser No.
10/718,833, presentada en noviembre 21 del 2003, que se
incorpora aqui como referencia en su totalidad. Los polimeros
tipicos utilizados en la invencién incluyen polietilenglicol
{(*PEG”), también conocido como oxido de polietileno (“PEO”) y
polipropilenglicol (que incluye poli isopropilglicol).
Adicionalmente, los copolimeros aleatorios o de bloque de los
diferentes 6xidos de alquilenc (por ejemplo ¢éxido de etileno
y oéxido de propileno) se pueden utilizar en muchas
aplicaciones. En la forma mis comin el polialquilenglicol,
tal como el PEG, es un polimero lineal terminado en cada
extremo con grupos de hidroxilos: HO-CHzCH20- (CH2CH20),-CHaCHa-
OH. Este polimero, alfa-, omega-dihidroxipolietilenglicol,
también se puede representar como HO-PEG-OH. Donde se
entiende que el simbolo PEG representa la siguiente unidad
estructural : -CH;CH20- {CH2CH;0) ,~CH;CHz-donde n tipicamente

varia desde aproximadamente 4 a aproximadamente 10000.

[00207] Como se muestra, la molécula de PEG es disfuncional
y se denomina algunas veces como un “PEG diol”. Las porciones

terminales de la molécula de PEG son porciones hidroxilos

u)
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relativamente no reactivas, los grupos OH, se pueden activar,
o convertir a porciones funcionales, para la unién del PG a
los otros compuestos en los sitios reactivos sobre el
compuesto. Tales PEG dioles activados son denominados aqui
como PEGs bi activados. Por ejemplo, las porciones terminales
del PEG diol han sido funcionalisadas como ester de carbonato
activo para la reaccidédn selectiva con porcilones amino
mediante la sustitucién de porciones hidroxilo relativamente
no reactivas, -0H, con porciones de ester de succinimidilo

activo proveniente de N-hidroxi succinimida.

[00208] En otras aplicacliones, es deseable encasquetar la
molécula de PEG en un extremo con una porcidén esencialmente
no reactiva de tal forma que la molécula de PEG sea
monofuncional (o monoactivada). En el caso de los
terapéuticos de proteina que generalmente despliegan sitios
de reaccién miltiples para los PEG activados, 1los PEG
bifuncionales activados conducen a una reticulacién extensiva
gue produce agregados pobremente funcionales. Para generar
los PEG monoactivados, una porcién hidroxilo sobre el
terminal de la molécula de PEGdiol es tipicamente sustituida
con una porcién de extremo metoxi no reactiva, -OCHy;. El otro
terminal no encasquetado de la molécula PEG tipicamente es
convertido a una porcién de extremo reactiva que se puede
activar al unirse en un sitio reactivo sobre la superficie o

una molécula tal como una proteina.

Vi
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[00209] Los PAG son polimeros que tipicamente tienen las
propiedades de solubilidad en el agua y en muchos solventes
orgénicos, les falta toxicidad, Yy les falta la
inmunogenicidad. Aquel que utilice 1los PAG para unirse
covalente mente al polimero a moléculas insolubles para hacer
las moléculas PAG resultantes solubles al “conjugado”. Por
ejemplo, se ha mostrado que el paclitaxel droga insoluble al
agua, cuando se acopla al PEG se vuelve soluble al agua.
Greenwald, et al., J. Org. Chem., 60:331-336 (1995). Los
conjugados de PAG son a menudo utilizados no solamente para
mejorar la solubilidad y estabilidad sino también para
prolongar la vida media de la circulacién sanguinea de las

moléculas.

[00210] Los compuestos polialquilados de la invencién estéan
tipicamente entre 5 y 80 kDa en tamafio sin embargo cualquier
tamafioc se puede utilizar, 1la escogencia dependiente del
aptédmero y 1la aplicacién. Otros compuestos de PAG de 1la
invencién estdn entre 10 y 80 kDa en tamafio. Aun otros
compuestos PAG de la invencién estdn entre 10 y 60 kDa en
tamafio. Por ejemplo, el polimero PAG puede ser al menos 10,
20, 30, 40, 50, 60 y 80 kDa de tamafio. Tales polimeros pueden
ser lineales o ramificados. En algunas modalidades los
poliﬁeros son PEG. En algunas modalidades los polimeros son
PEG ramificados. En aun otras modalidades el polimero o los
polimeros son PEG ramificados de 40 kDa como se describe en

la figura 4. En algunas modalidades el PEG ramificado de 40

e
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kDa se une al extremo 5°del aptémero como se describidé en la

figura 5.

[00211] En contraste a los terapéuticos de proteina
biolégicamente expresados los terapéuticos de acido nucleico
son tipicamente quimicamente sintetizados de nuclebdtidos de
monémeros activados. Los conjugados de PEG-acido nucleico se
pueden preparar al incorporar el PEG utilizando la misma
sintesis de mondmero iterativa. Por ejemplo, los PEG
activados mediante conversién a una forma de fosforamidita se
pueden incorporar en la sintesis de oliglonucleétido de fase
gsélida. Alternativamente, la sintesis de oliglonucledtido se
puede completar con una incorporacién especifica al sitio de
un sitio de unidén PEG reactivo. mas cominmente esto se a
logrado mediante la adicién de una amina primaria libre en el
terminal 5° (incorporada wutilizando una fosforamidita
modificadora en la ultima etapa acoplante de la sintesis de
fase sélida). Utilizando esta aproximacién, un PEG reactivo
(por ejemplo uno que se activa de tal forma que reaccionara y
formara una unién con una amina) se combina con el
oligonucledtido purificado y la reaccidén de acoplamiento se

lleva a cabo en solucién.

[00212] La capacidad de la conjugacién del PEG para alterar
la biodistribucién de un terapéutico se relaciona con un
numero de factores que incluye el tamafioc aparente (por

ejemplo medido en términos de radio hidrodindmico) del

>
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conjugado. Los conjugados mayores (>10 kDa) son conocidos por
bloquear mas efectivamente la filtracién por via del rifién y
por incrementar consecuentemente la vida media del suero de
las macromoléculas pequerias (por ejemplo péptidos,
oligonucleétidos contrasentido). La capacidad del PEG conjuga
la filtracién de blogque a mostrade que se incrementa con el
tamafio del PEG hasta aproximadamente 50 kDa (los incrementos
adicionales tienen un efecto beneficio minimo en razén a que
la vida media se define mediante el metabolismo mediado por

macréfago en lugar de eliminacidén por via de los rifiones).

[00213] La produccién de PEGs de alto peso molecular (>10
kDa) puede ser dificil, ineficiente y costosa. Como una ruta
hacla la sintesis de los conjugados de &cido nucleico PEG de
alto pesc molecular, se a enfocado el trabajo previo hacia la
generacién de PEGs activados de mayor peso molecular. Un
método para generar moléculas involucra la formacién de un
PEG activado ramificado en el cual se unen dos o mas PEG a un
nGcleo central que lleva el grupo activado. Las porciones
terminales de estas moléculas PEG de peso molecular mayor es
decir, las porciones hidroxilo (-OH) relativamente no
reactivas, se pueden activar o0 convertir a porciones
funcionales, para unirse a uno o mas de los PEG a los otros
compuestos en los sitios reactivos sobre el compuesto., Los
PEGs activados ramificados tendrdn més de dos terminales, y
en el caso donde dos o més terminales han sido activadas,

tales moléculas PEG de peso molecular mayor activados se
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denominan aqui como PEGs multiactivados. En algunos casos, no
todos los terminales en la molécula PEG ramificada son
activados. En 1los casos donde cualquiera de los dos
terminales de una molécula PEG ramificada se activan, tales
moléculas PEG se denominan como PEG biactivados en algunos
casos donde solamente un terminal en la molécula PEG
ramificada se activa tales moléculas PEG son denominadas como
monoactivadas. Como un ejemplc de esta aproximacién, el PEG
activado preparado mediante la unién de los dos monometoxi
PEG a un nicleo de glicina que es subsecuentemente activado
para reaccidn se ha descrito (Harrls et al., Nature,

Vol.2:214~221,2003).

[00214] La presente invencién suministra otra ruta efectiva
en costo para la sintesis de conjugados de PEG acido nucleico
de alto peso molecular (preferiblemente, aptémero) que
incluye dcidos nucleicos PEGilados multicapa. La presente
invencién también comprende oligonucleétidos multiméricos
PEG-ligados, por ejemplo, aptémeros dimerizados. La presente
invencién también se relaciona con composiciones de alto peso
molecular donde la porcién PEG estabilizante es un ligador
que separa diferentes porciones de un aptamero por ejemplo,
el PEG se conjuga dentro de una secuencia de aptémero simple,
de tal forma que la disposicién lineal de la composicién de
aptémero de alto peso molecular es, por ejemplo, acido
nucleico-PEG-acido nucleico (-PEG-&cido nucleico), donde n es

mayor o igual a 1.
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[00215] Las composiciones de alto peso molecular de la
invencién incluyen aquellas que tienen un peso molecular de
al menos 10 kDa. Las composiciones tipicamente tienen un peso
molecular entre 10 y B0 kDa de tamafio. Las composiciones de
alto peso molecular de la invencién son de al menos 10, 20,

30, 40, 50, 60 o B0 kDa de tamano.

[00216) Una porcién estabilizante es una molécula o porcién
de una molécula, que mejora las propiedades farmacocinéticas
y farmacodindmicas de las composiciones de aptamero de alto
pesoc molecular de la invencién. En algunos casos, la porcién
estabilizante es una molécula o porcién de una molécula que
lleva dos o maAs aptameros o dominiocs de aptameros, en la
proximidad, o suministra una Jlibertad rotacional total
disminuida de las composiciones de aptamero de alto peso
molecular de la invencién. Una porcidén estabilizante puede
ser un polialquilenicol, tal como un polietilenglicol, que
puede ser liﬁeal o ramificado, o un homopolimero o un
heteropolimero. Otras porciones estabilizantes incluyen
polimeros tales como Adcidos nucleicos de péptido (PNA). Los
oligonucleétidos también pueden ser porciones establizantes;
tales oligonucleétidos pueden incluir un nucleédtido
modificado y/o enlaces modificados tales como fosaforotiocatos.
Una porcién estabilizante puede ser una parte integral de una
composicién de aptédmero, es decir, que esta covalentemente

unida al aptémero.
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[(00217] Las composiciones de la invencién incluyen
composiciones de aptédmero de alto peso molecular en las
cuales dos o mAs porciones de Acido nucleico estén
covalentemente conjugadas a al menos una porcidén de
polialquilenglicol. Las porciones de polialquilenglicol
sirven como porciones estabilizantes. En las composiciones
donde la porcién de polialguilenglicol estid covalentemente
unida a cualquier extremo de un aptamero, de tal forma que el
polialquilenglicol se une a las porciones de &acido nucleico
en una molécula, el polialgquilenglicol se dice que es una
porcién ligante. En tales composiciones, 1la estructura
primaria de la molécula covalente incluye una disposicién de
Acido nucleico -PAG-acido nucleico. Un elemplo es una
composicién que tiene una estructura acido nuclelco-PEG-Acido
nucleico. Otro ejemplo es una disposiclén lineal de: 4&cido

nucleico-PEG-acido nucleico-PEG-4cido nucleico.

[00218] Para producir el conjugado de &cide nucleico-PEG-
dcido nucleico, el acido nucleico se sintetiza originalmente
de tal forma que este lleva un sitio reactivo simple (por
ejemplo es monoactivado). En una modalidad preferida, este
sitio reactivo es un grupo amino introducido en el terminal
5° mediante la adicidén de fésforo amidita modificadora como
la wultima tapa en la sintesis de fase sélida del
oligonucleétido. Luego de la desprotecciédn y purificacién del

oligonucleétido modificado este es reconstituido a alta

Ny
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concentracién en una solucién que minimiza la hidrélisis
espontdnea del PEG activado. En una modalidad preferida la
concentracién del oligonucleédtido es 1 mM y la solucién
reconstituida contiene 200 mM de NaHCOjy—amortiguador, pH 8.3.
La sintesis del conjugado se inicia mediante la adicién lenta
paso a paso de un PEG bi-funcional altamente purificado. En
una modalidad preferida el PEG diol se activa en ambos
extremos (bi-activado) mediante la derivacién con
succinimidil propicnato. Luego de la reaccidén, el conjugado
de PEG-acido nucleico se purifica mediante electroforesis de
gel o mediante cromatografia liquida para separar completa,
parcialmente especies no conjugadas. Las moléculas PAG
miltiples concatenadas (por ejemplo como copolimeros
aleatorics © de blogque) o cadenas PAG pegueilas se pueden
ligar para lograr longitudes varias (o pesos moleculares).
Ligadores no PAG se pueden utilizar entre las cadenas PAG de

longitudes varias.

[00219] El 2°-O-metil, 2°-fluoro y otras modificaciones de
nucledétidos modificadas estabilizan el aptéamero contra las
nucleasas e incrementan su vida media in vivo. El casquete
3°-3"-dT también incrementa la resistencia a la exonucleasa,
ver, por ejemplo, patente U.S. 5,674,685;5,668,264;6,207,816;
y 6,229,002, cada una de las cuales incorpora comc referencia

aqui en su totalidad.

oW



WO 2005/086835 123 PCT/US2005/007666

DERIVACION PAG DE UN ACIDO NUCLEICO REACTIVO

[00220] Los.Conjugados PAG-A4cido nucleico-PAG de alto peso
molecular se pueden preparar mediante la reaccién de un PEG
activado monofuncicnal con &dcido nucleico que contiene més de
un sitio reactivo. En una modalidad, el &cido nucleico es bi-
reactivo, o bi-activado, y contiene dos sitios reactivos: un
grupo 5’-aminc y un grupo 3'-amino introducide en el
oligonucleétido a través de sintesis de fosfora midita
convencional, por ejemplo: 3’'-5'-di-PEGilacién como se
ilustra en la Figura 6. En las modalidades alternativas, los
sitios reactivos se pueden introducir en posiciones internas,
vtilizando por ejemplo, la posicién 5 de las pirimidinas, la
posicién 8 de las purinas, o la posicién 2’ de las ribosas en
los sitios para unién de las aminas primarias. En tales
modalidades, el &cido nucleico puede tener varios sitios
activados o© reactivos y se dice que es miltiplemente
activado. Luego de la sintesis y ©purificacién, el
oligonucleétido modificado se combina con el PEG mono
activado bajo condiciones que promueven la reaccién selectiva
con los sitios reactivos de oligonucledétidos aunque
minimizando la hidrélisis espontdnea. En la modalidad
preferida, el mono metoxi-PEG se activa con succinimidil
proplonato y la reaccién acoplada se lleva a cabo a pH 8.3.
Para manejar la sintesis del PEG bi sustituido, se suministra
PEG con exceso estequiométrico con relacién al

oligonucleétido. Luego de la reaccién, el conjugado de PEG-
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dcido nucleico se purifica mediante electroforesis de gel o
cromatogrdfia liquida para separar las especies completa,
parcial y no conjugadas.

r

[00221] TLos dominios de enlace también pueden tener una ¢
mids porciones de polialquilenglicol unidas a este tales PAG
pueden ser de longitudes variantes y se pueden utilizar en
combinaciones apropiadas para lograr el pesoc molecular

deseado de la composicién.

[00222) El efecto de un ligador particular se puede
influenciar tanto por su composicién como por su longitud
quimica, un 1ligador es demasiado largo, demasiado corto,
forma interacciones estéricas y/o iénicas desfavorables con
el IL-23 y el IL-12 precluira la formacién de complejo entre
el aptédmerc y el IL-23 y el IL-12. Un ligador, que es mayor
que el necesario para incrementar la distancia entre los
4cidos nucleicos puede reducir la estabilidad de un Ion al
disminuir la concentracién -efectiva del ligando. Asi, es
necesario a menudo utilizar las composiciones ligadoras y las
longitudes con el fin de maximizar la afinidad de un aptamero

a un blanco.

[00223] Todas las publicaciones y documentos de patentes
citados aqui se incorporan aqul como referencia como si cada
una de las publicaciones o documentos fuera especifica e

individualmente indicada para ser incorporada aqui como
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referencia. Las cita de las publicaciones y los documentos
de patente no pretende una admisidén de que cualquier técnica
anterior pertinente, ni que constituye alguna admisién de los
contenidos o la fecha de la misma. La invencién que a sido
ahora descrita por via de descripcidén escrita, aquellos
expertos en la técnica reconocerdn que la invencién se puede
practicar en una variedad de modalidades y que la descripciédn
anterior y los ejemplos de adelante son con propdsitos de
ilustracién y no de limitacién de las reivindicaciones que

siguen.

1. EJEMPLO 1: SELECCION Y SECUENMCIAS DE APTAMERO.

Seleccién del aptamero IL-23

[00224] Vvarias estrategias SELEX™ fueron empleadas para
generar los ligandos con una variedad de especificidades para
el IL-23 y IL-12. Un esquema. Diseflado para producir los
aptdmeros especificos para IL-23 versus IL-12 incluyen IL-12
en una etapa de seleccién negativa para eliminar 1los
aptameros que reconocen la subunidad comin y seleccionando
los aptémeros especificos para el IL-23. Un esquema SELEX™
separado en el cual IL-23 y IL-12 fueron alternados cada
tercer ronda y elicita aptdmeros que reconocen la subunidad

comin y por lo tanto reconocen ambas proteinas. En los

S\ &
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ejemplos 1A y 1lE, las selecciones fueron hechas con 2°-OH
purina y 2°'-F pirimidina (rRfY) que contienen grupos. Los
clones de estas selecciones fueron optimizados con base en su
afinidad y eficacia de unién en o para bloquear la actividad
IL-23 en un ensayo basado en célula. Ademas, las selecciones
con grupos que contienen 2°-OM nuclebétido es decir rRmY (2°-
OHAyG, yvy2'-OMe Cy U), rGmH (2°-OH G y 2°-OMe C,U,A), ¥
dRmY (desoxi A y G, y 2"-OMe y U} se describen en los

ejemplos 1B, 1C y 1D adelante.

EJEMPLO 1A: Selecciones contra IL-23 humano con qrupos que

contienen 2 -Fluoro pirimidinas (rRfY).-

[00225] Se desarrollaron tres selecciones para identificar
los aptameros para (“h”)-IL-23 humano utilizando un grupo que
consiste de 2'-OH purina (ribo-purina) y 2°-F pirimidin
nucleétidos (condiciones rRfY). La primer selecciédn (h-IL-23)
fue una selecciédn dirigida contra h-IL-23, que esta
comprendida por los dominios pl9 y p40. lLa segunda seleccién
(X-IL-23) utilizo h-IL-23 y h-IL-12 en rondas alternativas
para manejar la seleccién de los aptémeros a la subunidad
comin entre las dos proteinas, pd40. La tercer seleccién (PN-
IL-23), h-IL-12 se incluyo en la etapa de seleccién negativa
para manejar el enriquecimiento de los aptdmeros que se unen
al subdominio dnico al h-IL-23, pl9. Como se describe
adelante, el material de partida para esta tercer seleccién,

es decir la seleccién PN-IL-23 fue una porcién del grupo
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proveniente de la selecciédn h-IL-23, separada del resto del
grupo h-IL-23 después de dos rondas de seleccidn contra la
protefina h-IL-23. Todas las tres estrategias de seleccién que
produjo los aptémeros al h-IL-23. Varios aptameros son
altamente especificos para el h-IL-23, varios muestran
reactividad cruzada ante el h-IL-23 y el h-IL-12, y uno es

mas especifico para el h-IL-12 versus h-IL-23.

[00226] La ronda 1 de la seleccién del h-IL-23 y el PN-IL-
23 inicio con la incubacién de 2x10* las moléculas del grupo
ARC 212 2°f pirimidina modificada (ID de Sec. No.: ID NO 8)
(5°gggaaaagcgaaucauvacacaaga-N40-gcuccgccagagaccaaccgaga3’),

que incluye una espia de un grupo marcado con cuerpo a’2p ATP
con 100 pmoles de proteina IL-23 (R&D, Minneapolis, MN) en un
volumen final de 100 ML durante 1 hora a temperatura ambiente
la serie de los N en el molde (SEQID NO 8) puede ser
cualquier combinacidén de nucledétidos y da origen a la regién

de secuencia tdnica de los aptidmeros resultantes.

[00227] Después de la Ronda 2, el grupo se dividié en dos
porciones iguales, una porcién se utilizé para las rondas
subsecuentes (es decir, Rondas 3-12) de la seleccién h-IL-23
Y las otras porciones se utilizaron para las rondas
subsecuentes (es decir, Rondas 3-11) de la seleccién PN-IL-
23. La Ronda 1 de 1la seleccién X-IL-23 fue conducida
similarmente, excepto el ARN de grupoc que fue incubado con 50

pmoles de h-IL-23 y 50 pmoles de h-IL-12.

o6
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[00228] Todas las selecciones fueron desarrolladas en un
amortiguador 1X SHMCK, pH 7.4 (20 mM Hepes pH 7.4, 120 mM de
NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCl, 1 mM de CaClz). Leos
complejos ARN:h-IL-23 y las moléculas libres de ARN se
gsepararon utilizando c¢olumnas de giro de nitro celulosa de
0.45 pm de Schleicher & Schuell (Keene,NH). Las columnas
fueron prelavadas con 1 mL de 1X SHMCK, y 1luego las
soluciones que contenian ARN:proteina fueron agregadas a las
columnas y giradas en una centrifuga a 1500 g durante 2
minutos. Los lavados con amortiguador se desarrollaron para
remover los ligadores no especificos de los filtros (Ronda 1,
2 x 500 pL 1X SHMCK; en rondas posteriores, mas lavados
exigentes de nimero y volumen creciente para enriquecer los
ligadores especificos), luego 1los complejos ARN:proteina
unidos a los filtros fueron eluidos con lavados 2 x 200 ulL
{lavados 2 x 100 nL en rondas posteriores) de amortiguador de
elusién (7 M de urea, 100 mM de acetato de sodio, 3 mM de
EDTA, precalentada a 95°C). El ARN eluido fue extraido con
fenol: cloroformo, luego precipitade (40 pg de glicégeno, 1
volumen de isopropanol). El1 ARN fue transcrito de manera
inversa con el sistema Termoscript™ RT-PCR (Invitrogen,
Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
utilizande el iniciador 3’ 5’ttctcggttggtctetggcggage3’ (SEQ
ID NO 10), seguido mediante amplificacién por PCR (20 mM Tris
pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgClz, 0.5 pM de iniciador 5’

5’ taatacgactcactatagggaaaagcgaatcatacacaaga3’ (SEQ ID NO 9),

5>
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0.5 pM de iniciador 3’ (SEQ ID NO 10), 0.5 mM de cada dNTP,
0.05 unidades/pyL de Taqg polimerasa (New England Biolabs,
Beverly, MA)). Las reacciones PCR fueron hechas bajo las
siguientes condiciones de ciclo: a) 94°C durante 30 segundos;
b) 55°C durante 30 sequndos; ¢) 72°C durante 30 segundos. Los
ciclos se repitieron hasta que se generdé suficiente producto
PCR. El1 nlmero minimo de ciclos requerido para generar
suficiente producto PCR se reportd en las Tablas 1-3 de

adelante como el “umbral PCR”.

[(00229] Los moldes PCR se purificaron utilizando un kit de
purificacién de PCR QIAquick (Qiagen, Valencia, CA). Los
moldes fueron transcritos utilizando una marcacién de cuerpo
o'?P ATP durante toda la noche a 37°C (4% PEG-8000, 40 mM Tris
pPH 8.0, 12 mM de MgClz, 1 mM de espermidina, 0.002% de Triton
X-100, 3 mM 2'0OH de purinas, 3 mM 2’'F pirimidinas, 25 mM DTT,
0.0025 unidades/pyL de pirofosfatazo inorganica, 2 pg/mL de
ARN polimerasa mutante simple T7 Y639F, 5 pCi o’?P ATP). Las
reacciones fueron desalinizadas utilizando columnas Bio Spin
{(Bio-Rad, Hércules, CA) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

[00230] Las rondas subsecuentes de todas las tres
selecciones fueron repetidas utilizando el mismo método que
para la Ronda 1, excepto para los cambios indicados en las
Tablas 1-3. Antes de la incubacién con la proteina blanco, el
ARN de grupos se paso a través de una columna de filtro de

nitro celulosa de 0.45 micras para remover las secuencias de

usv
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unién de filtro, luego el filtrado fue llevado a una etapa de
seleccién positiva. En rondas alternativas el ARN de grupo
fue purificado con gel. Las reacciones de transcripcién
fueron apagadas con 50 mM de EDTA y etanol precipitado luego
purificado sobre gel de poliacrilamida desnaturalizante 1.5
mm (8 M de urea, 10% de acrilamida; 19:1 de acrilamida:
bisacrilamida). El1 ARN de grupo se removié del gel mediante
electro elusién con un aparato Elutrap® (Schleicher y
Schuell, Keene, NH) a 225V durante 1 hora en 1X TBE (90 mM
Tris, 90 mM Acido bérico, 0.2 mM EDTA). El material eluido se
precipito mediante la adicién de 300 nM de acetato de sodio y

2.5 volUimenes de etanol.

[00231] El ARN permanecidé en exceso de la proteina a través
de las selecciones (~1-2 puM de ARN). La concentracién de
proteina fue de 1 pM durante las primeras 2 rondas, y luego
se goteo a concentraciones inferiores variantes basadas en la
seleccidn particular. Se agregd tARN competidor a las
reacciones de unién de 0.1 mg/mL iniciando en la Ronda 3 o 4,
dependiendo de la seleccién. Se completarcon un total de 11-12
rondas, con ensayos de unién desarrollados en rondas de
seleccién. Las Tablas 1-3 de adelante contienen los detalles
de seleccién utilizados para las selecciones rRfY utilizando
las estrateglas de seleccién h-IL-23, X-IL-23, y PN-IL-23;
incluyendo la concentracién de ARN de grupo, la concentracién
de proteina, y la concentracién de tARN utilizada para cada
ronda. Los valores de elusién (proporcién de los valores de

CPM de un ARN unido a proteina versus el ARN total que fluye

ug)
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a través de la columna de filtrco) junto con los ensayos de

unién de dot blot fueron utilizados para monitorear el

progreso de la seleccién.

[00232] Tabla 1. Condiciones utilizadas para la selecciédn
h-IL-23.
Conc Conc Conc
Grupo Tipo
Ronda | ARN Protaina tARN L Umbral
] {uM) | Proteina (1) neg aluaidn PCR
(mg/mL)
1 3.3 I1-23 1 0 [ ninguno 4.38 10
2 ~1 IL-23 1 0 NC 0.85 10
3|1 0.8 IL-23 0.75 0 NC 10.9 8
4 ~1 IL-23 0.5 0.1 NC 0.53 8
5 1 IL-23 0.1 0.1 NC 1.72 11
6 ~1, IL-23 0.1 0.1 NC 0.11 12
7 1 IL-23 0.1 0.1 NC 1.15 8
B|~0.5 IL-23 0.05 0.1 NC 0.12 11
9| 0.5 IL-23 0.05 0.1 NC 3.54 8
10| ~0.5 IL-23 0.05 0.1 NC 0.18 12
11 0.5 IL-23 0.025 0.1 NC 1.09 12
12| ~0.5 IL-23 0.025 0.1 NC 0.07 12
[00233] Tabla 2. Condiciones utilizadas para la seleccién
X-IL-23.
Conc Cona Conc
Grupo Tipo Proteina tARN
Ronda | ARN (n) (ag/aL) % Unbral
# {uM) | Proteina neg elusién PCR
IL-23/ 0.5
1 3.3 IL-12 | cada uno 0 | ninguno 3.15 10
IL-23/ 0.5 NC
2 ~1 IL-12 | cada uno 0 0.56 10
3 0.8 IL-12 0.75 0 NC 0.58 13
4 ~1 IL-23 0.75 0.1 NC 0.37 8
5 1 IL-12 0.5 0.1 NC 0.38 11
6 ~1 IL-23 0.1 0.1 NC 0.08 12
7 1 IL-12 0.1 0.1 NC 0.50 9
8]~0.5 IL-23 0.05 0.1 NC 0.10 11
9f 0.9 IL-12 0.05 0.1 NC 0.83 11
10| ~0.5 IL-23 0.05 0.1 NC 0.17 8
11 0.5 IL-12 0.025 0.1 NC 0.91 12
12§ ~0.5 IL-23 0.025 0.1 NC 0.05 12
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[00234] Tabla 3. Condiciones utilizadas para PN-IL-23.
Cone Cone Cona IL-
Grupo Tipo Proteina 12
Ronda | ARN () tARN Neg % Umbral
# {pM) | Proteina {mg/mL) neg Cona | alusién BCR
()
1 3.3 IL-23 1 0 | ninguno 0 4.38 10
2 ~1 IL-23 1 0 NC 0 0.85 10
3 0.8 IL-23 0.75 0.1 | NC/IL~- | 0.75 1.15 10
12
4 ~1 IL-23 0.75 0.1] NC/IL- | 0.75 0.59 10
12
5 0.7 1L-23 0.5 0.1 NC/IL- | 0.5 4.19 10
12
6 ~1 IL-23 0.1 0.1] NC/IL- 0.5 0.05 14
12
7 1l IL-23 0.1 0.1] NC/IL- 0.5 0.38 10
12
8 -1 IL-23 0.1 0.1]| NC/IL- 0.3 0.18 15
12
9 1 IL-23 0.1 0.1 NC/IL- 0.5 2.81 8
12
10 -1 IL-23 0.05 0.1 NC/IL- 0.5 0.21 10
12
11 ~1 IL-23 0.05 0.1]| NC/IL- 0.5 1.35 12
12
[00235] Monitoreando el progreso de la seleccidén rRfY. Los

ensayos de unién Dot blot se desarrollaron a través de las
selecciones para monitorear la afinidad de unién de proteina
de los grupos. El ARN marcado con trasa 2p-se combiné con una
serie de diluciones de h-IL-23 y se incubdé a temperatura
ambiente durante 30 minutos en 1X SHMCK 820 Mm Hepes, 120 mM
NaCl, 5 mM KC1l, 1 mM MgCl,, 1 Mm CaClz, pH 7,4) mas 0.1 mg/mL
tARN para un volumen final de 20uL. Las reacciones de unién
se analizaron mediante filtracién de nitrocelulosa utilizando
un miltiple de filtracién de vacio con 96 pozos Minifold I
dot-blot, 96-{Schleichr & Schuell, Keene, NH). Un medio de
filtracién de tres capas se utilizd, que consiste (de arriba
hacia abajo) de Protran nitrocelulosa (Schlicher & Schuell),

Hybond-P nylon (Amersham Biosciences) y papel GB002 gel blot

G

o4
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(Schlicher & Schuell). E1l ARN que se une a la proteina® se
captura sobre filtro de nitrocelulosa, mientras que el ARN no
unido a proteinas se captura sobre el filtro de nylon. El
papel gel blot estd incluido simplemente como un medio de
soporte para otros filtros. Luego de la filtracidn, las capas
de filtro se separaron, se secaron y sSe expusieron sobre una
pantalla de fésforo (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y
se cuantificaron utilizando un sistema de imagenes Store 860

Phosphorimager® blot (amersham Bioscience).

[00236] Cuando una proporcién positiva significativa de
unidén de ARN en la presencia de h-IL-23 versus en la
ausencia de h-IL-23 fue visto, 1los grupos fueron clonados
utilizando un kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad,
CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
seleccidn del h-IL-23 y X-IL-23, se clonaron los moldes del
grupo de la Ronda 8, y 32 clones individuales de cada una de
las secciones se analizaron en una pantalla dot blot de 1
punto (+/- 75 Nm h-IL-23, asi como también una pantalla
separada a +/- 75 nM h-IL-12). Para la seleccién PN-IL-23, el
grupo de la Ronda 10 fue clonado y secuenciado, y se
ensayaron 8 clones udnicos para ensayo de proteina en una
pantalla 2 blot de 1 punto +/- 20 nM h-IL-23 y una pantalla
separada a +/- 20 nM h-IL-12). Subsecuentemente, el grupo de
la Ronda 10 PN-IL-23 fue reclinado para 1las secuencia
adicionales, asi como también el grupo R12 PN-IL-23, y los

clones fueron ensayados para unién de proteina en una
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pantalla do blot de 1 punto

determinacién Ky,

el extremoc 5’

determinados utilizando una serie
(R&D Systems, Minneapolis, MN) en un ensayo dot blot para una
secuencia tnica con buenas proporciones de unién +/- h-IL-23

en las pantallas iniciales,

describe

resultantes (Unién de aptéamero de fraccidn = amplitud* ([IL-

23]/ (Kd

Software) .
proteina estdn tabulados en la Tabla 4.

afinidad para h-IL-23 se prepararon y seleccionaron para

+

con y 2

un compleio

Los resultados de la caracterizacién de unién de

[IL-231))

134

P ATP.

1:1 ARN:

(Kaleida

(+/-
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de diluciones de h-IL-23
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100 Nm h-IL-12).

valores

proteina a

Graph

v. 3.51.

Los clones con alta

funcionalidad de los ensayos basados en célula,

el Ejemplo 3 adelante.

[00237]

las mediciones fueron hechas en presencia de 0.1 mg/mL tARN)

los transcriptos de clon fueron marcados en

Kp fueron

y ajustando una ecuacién que

los datos

descritos en

Tabla 4. La actividad de unién de clon rRfY (todas

Para la

Synergy

Ronda 8 h-IL- Datos de Pantalla
23 1-pt
SEQ Nombre | KpIL-23 | KpIL-12 KpIL- +/=-IL-23 | +/-IL-12
ID NO del (nM) (nM) 2/Kp 75 nM 75 nM
Clon IL-23
15 AMXB 6~ 195.5 N.B. 5.79 1.01
BS
27 | AaMXB86- 80.3 399.8 4.98 6.23 2.65
c5
13| AMXB6- 27.4 N.B 7.17 1.52
D5
16 | AMXB6- 25 N.B 9.82 1.43
D6
24 | AMXB6- 51.3 N.B 9.02 1.13
E6

W
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22| AMXB6-F6 69.1 NB. 10.17 136
18| AMXS6-A7 57.7 6679 11.58 3.99 1.59
14| AMXE6-B7 111 934.1 8.42 7.81 146
20 | AMDBS-CT 140.3 NB. 4.65 0.77
19| AMXBs-E?| 2102 2675 127 6.79 123
21| AMXS6-F7 147 1064 0.72 13.07 249
25 | AMXB6-H? 29.8 N.B. 10.85 126
26| AMXB6-CS 307.1 NB. 528 1.17
23| AMXBS6-DE|] 2942 NB. 6.87 1.08
17| AMX86-G8 133.7|  2493.1 18.65 726 205
Seleccién
Ronda 8 X-IL-23 1-pt Datos
L33 Ko IL-

SEQIn | Nombrede | g |71 12K, | 1K IL- | HIL-23 | K12

NO Clén o) | @M 23 75aM | 7SnM
41| AMxX36-A9| 1905 N.B. 355 0.68 |.
35| AMXS6B9| 237 847.6 35,76 12.88 196
32{ amxsscs| 979 6728 6.87 6.07 1.86
33] AMX86-G9| 1004 NB. 10.03 1.04
39| AMXssHO| 1045 3315 3.17 1035 3.66
34| AMXS6-Al0| 4609 2894 0.63 6.64 140
28| AMX86BlIO| 77.8] 10383 13.35 47 2.12
a2 Amxssrio| 2181 904.6 4.15 244 137
36| AMxssGI0f 737 356.1 4.83 9.88 241 ]
37| AMXB6-A11| 1572 182.4 1.16 705 3.23
29( AMXBS6B1i| 1799 5950 33.07 9.23 1.69
30| AMXS6DI1| 1989 113.9 0.57 1026 2.59
38{ AMXS6-FI1| 255.64 540.6 211 733 2.87
40| AMxssH11| 3669 2149 0.59 756 3.02
31| aMxXBss-FI12| 4237| 29103 6.87 11.88 2.51
" Clones PNAL-23 ‘Datos de Seleccién 1-pt

8EQ | wombredecion | PNIL- | II-23 | p-az | H-IL-23 | H-DL-23 | +OL-12

ID NO 23 |Ko(nM) | g, | 200nM | 100 uM | 200 uM

8"
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Ronda (aM)
43 AMX B4-A10 R10 23 NB. 39.6 29
44 AMX 84-B10 RI1O 218 NB. 227 13
45 AMX 84-Al1 R10 178 NB. 32.7 1.8
46 AMX 84-F11 R10 16.6 NB. 25 0.8
47 AMX 84-E12 Ri0 278 NB. 158 08
48 AMX 84-C10 R10 943 NB. 17.7 22
49 AMX 84-Ci1 R10 155| 286.1 234 2.7
3 AMX 84-G11 RI10 290.7 NB. 223 1.7
51 ma_ﬂ,;%l— RrR12 718 N.B. 20.3 1.7
32 AMX 91-F11 R10 201.7 N.B. 114 22
53 AMX 91-G1 R10 823 NB. 522 1.7
" 54 AMX 91-E3 R10 2053 NB. 344 29
55 AMX 91-HY R10 268.7 NB. 18.5 23
56 AMX 91-BS R10 1485 NB. 112 09
57 AMX 91-A6 RIO 60.3 .N.B. 6.3 1.1
58 AMX 91-G7 | Ri12 63.6 NB. sl 19
59 AMX 91-H7 R12 71.0 NB. 44.7 14
60 AMX 91-B8 Ri2 176] 409.] kX)) 79
61 AMX 91-H8 RI12 166 2432 s2 4.1
62 AMX 91-G9 Ri2 33.0 NB. 1.7 1.1
63 ANMKX 91-D9 Ri12 446) NB. 25.1 21
64 AMX 91-G11 Ri2 104.4 NB. 2.5 1.7
65 AMX 91-C12 Ri12 30.7 N.B. e 1.9
66 AMX 91-H12 Ri2 60.8 NB. 436 12

N.B. = no se observa unién significativa

[00238B] las secuencias de &cido nucleico de los aptameros
rRfY caracterizados en la tabla 5 se dan adelante. La Unica
secuencia de cada aptémero adelante comienza en el nucledétido
25, inmediatamente luego de la secuencia
GGGARAAGCGAAUCAUACACAAGA (SEQ ID NO 11) vy 'corre hasta que
este presenta la secuencia de Aacido nucleico fija 3

GCUCCGCCAGAGACCAACCGAGAA (SEQ ID NO 12}).

o\
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[00239] A menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales 1listadas adelante se representan en la
orientacién 5’ a 3' y representan las secuencias que se unen
al IL-23 y/o IL-12 seleccionada bajo las condiciones rRfIY
SELEX™ en donde las purinas (A y G) son 2’-OH y las
pirimidinas (U y C) son 2’ fluoro. Cada una de las secuencias
citadas listadas en la Tabla 5 se puede derivar con porciones
de polialguilenglicol (“PAG”) y pueden o no contener

taponadores (por ejemplo, un dT invertldo 37).
[00240] Tabla 5. Secuencias de clon rRfY de la seleccidén h-
IL-23 (Ronda B), seleccién X-IL-23 (ronda 8), seleccidédn PN-

IL-23 (Ronda 10/12).

Seleccién h-IL-23 (Ronda 8)
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IDNO 13 (AMX(86)-D5
MumMmmmmmmm

SEQ ID NO 14 (AMX(86)-B7)

GOGAAAAGOGAAUCAUACACAAD AALTIAALTUCCIUCCACGOACIO0CGAUGAILCATUUCOUCUOCICCAGATACE

AACCOAGAA

S BS
BQ D NO 15 (AMX(86)-BS)

AACCGAGAA

AUUAGGCOUCGUAACAAUAACUGOUCCACTAGCAUGUCAGUGCUCOOCCAGATACT

S
EQID NO 16 (AMX(86)-D6)
AACCOAGAA

SEQ ID NO 17 (AMX(36)-G8)
QOOAAAAGODAAUCAUACACAAD

AUGGAAGGOOAUDTUAGCAIUAACCCAAGATKIIGACCUAGCUCCOOCAG AGALC

AADCQATGAA
SBQ IDNO 18 (AMX(86)-A7)

JUCCOACCUDGCGOUCCGCCAGAQAOCA
ACOOAOAA
SEQ IDNO 19 (AMX(86)-E7)
QGOAAAAGOGA UUSAVCGUAUQATUNAVGOAGNGUGLICRGUGCUCOOOCAGATAC
CAACCOAQAA
SEQ ID NO 20 (AMX{(86)-C7)
GGGAAAACGOGAAUCAUACACAAGAUOOGCUALQUUUCOCIKIGGAAUUGUAICAUUGCUCAAGUGICUCCOCCAGAUACT
AACCUAGAA

SEQ ID NO 21 (AMX(86)-F7)
GOCAAAAGCOAAUCAUACACAALIAI

UFUUGAACCUCTUGTIGOOUC COCAUIUURGCAALGUGBATCUCCOCCATAGADC
AACCGAGAA

SEQID NO 22 (AMX(86)-F'6)

AACCOAGAA

UCAGUUAGGCAUOLKIUGGAUGCUCCGCCAGAGALC

(“&\
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SEQ ID NO 23 (AMX(86)-D8)
CAMCCOAGAA
SEQ I NO 24 (AMX(86)-E6)
AACCOAGAA

SEQ ID NO 25 (AMX(86)-H7)
QOGAAAAQ
AACOGAGAA

SEQ ID'NO 26 (AMX(86)-C8)
OO0GAAAAGCBAAUCAUACACAAD

AGIDOUTAUGAUUUGGGULAUGUCATUUCCCUGUAKKIULIUICTCU COOCCAGAIAC
CAAMCCGAGAA

SEQ ID NO 27 (AMX(86)-C35)
GAGAAAAGCRAAUCA

CAUUGCUCCRCCAGAGACT
AACCOATAA

Seleccion X-iL-23 (Ronda)
SEQ ID NO 28 (AMX(86)-B10)
GOGAAAAOCTAAUCA

AA

AAGUOUCUCGAAGGOAGCUOCGOCAGAGA

SEQ I NO 29 (AMX(86)-B!1)
OGOAAAAGOIAA

AACCOAGAA

SRQ ID NO 30 (AMX(86)-D11)
GEGAAAAGOBAAUTA

AACCOAGAN

UCHUCUAUAGAUALAQAGCUCOOCCAQAGACC
UOGCOOATAAGCAATTIGUAGCAUAACAGOCUCCOUCAGATACT

UACACAAGAGUIUUGAAUOAGCOCIIGOUGTACASAUCIUUGGLAUIACAGACCUCOGCCAOAGACC

SEQ ID NO 31 (AMX(86)-F12)
AACCOAGAA

SBEQ ID NO 32 (AMX(86)-C9)
GOUAAAAGCOAALICAU

ACACAAGACUCATIGOAUAUOOCCUAICAGCCOUGIAACITUCAVLCUICUCCOOCAG AGACC
AMCOGAGAA

SEQ ID NO 33 msm . CABAGACS

AACOGAGAA

SEQ ID NO 34 (AMX(86)-A10)
GOGAAMAGCOAAUCAUACACAAGAGUAALGUGOT

ACOGAGAA

SBEQ ID NO 35 (AMX(26)-BS)
OOQAAAAGOOAA
AACCOADAA

ADCUCDGCCAGAGAMOC

Q;L
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SEQ ID NO 16 (AMX(86)-G10)
GOOAAAAGDOAADCAUACACAADAGUCA
AACOOAGAA

AAGAGCUCOCGUGACACAUVGCUOCGICCAGAGACE

SEQ ID NO 37 (AMX(86)-A11)
AACCOAGAA

URIGUJUAALIGCUIOC GOCAGATGACC

SRQ ID NO 38 (AMX(86)-Fi1)

AACOGAGAA

SEQID NO 39 (AM&C(SG)—I-D)

AADCAADGG

SEQ ID NO 40 (AMX(86)-H11

GOOAAAAGOOAAUCAUACACAAL, QOOGUAVAGCACURIUUCAUCUAALGAANCOOUAGCLIOCTCCATACIA
SEQID NO 41 (AMX(86)-A9)

GOGAAANOCGAAUCAUAL

CACAAGAUCUACOATUGUUCAOTUURRIUGUACUCAACUAAAGGOGAGCUCOROCAGAGACT
ANCOIAGAA .

SEQ ID NO 42 (AMX(86)-E10)
OO0AAAAQOTAAUCAUACACAADA
AACCIAGAA

VUGOUCACUCCCAVUTUIUGLUCOCUUAACOOCUCCOCCAGANACC

Seleccién PN-IL-23 (Ronda 10 y 12)

SEQ [D NO 43 (AMX(84)-A10)
OOGAAAAGOGAAUCAUACACAAGAAGUUUUUUR JOCUCUGAGUACUCAOCGUCOGUAAGGGALALGCU CODCCAGAGAC

SEQ IDNO 44 (AMX(84)-B10)
OOOAAAAGOGAAUCAL

VOOAAUAGAUALAGCUODOCCADAGACC
AACCGAQAA
SEQ ID NO 45 (AMX(84)-A11)
COGAAAAGCOAAUCAUACACAAGADAGTLY, AGCAACDOGUGUCAGCOGUCAGCUCODOCAGAGACS
AACCGAGAA
SEQID NO 46 (AMX(84)-F11)
OOGAAAAGDOAAUCAUACACAAGA AAAUCUCAUCGUCCOCGUAIGAGCAUAUSCUCCOCCAGAGACT
SEQ ID NO 47 (AMX(84)-E12)
UACUCAGOOUOCOUAAGGOAUAUGCUCOGOCAGAGALL
AACOJAGAA

SEQ ID NO 48 (AMX(84)-C10)
GOUAAAAGCGAAUCAUACACAAT AGAUGUAIRICAGGCOGUCCGCCAUUGAUGUCAGUUAUGOTUAOCUCOGOCAAQACE
AACCOARAA AOA

%

\\lﬁ
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SEQ ID NO 49 (AMX(84)-C11)
OGOAAAAGCGAAUCAUACACAAGAA

AACOGAGAA
SEQ ID NO $0 (AMX(84)-G11)
GGOAAAAGOTAAUCAUACACAAG AUGUUGAAUACGACAUUCGCAGTACGAAVAUGCUCIIOCAGAGACS

SEQ ID NO §1 (ARX33-plate}-H01)
AGAGAAAADGAAUCAUACACAATIAUGUAUCAUCCOGUOIUACAAAAGCOCCACTIAACCAUUCGCUCOGCTABANACCA
ACCOAGAA

SEQIDNO 52 (AMX(91)-F11)

OGIAAAAGCTAAUCAUACACAATACGOGINCAGGUCCACOCUGAAA VLIUAVLAL OUCACUGUAA OCUCCGCCAGAQACT
m

SEQ IDNO 53 (AMX(91)-G1)
GABAAAAGDOAAUCAUACACAAGAUAUGUGOUGGGAUGOACIACAUOCOCUGUCUAAGGAUAUGCUDO GOCAGAGALC
AACCOAGAA

SEQ ID NO 54 (AMX(91)-E3)
GACAAAAGOAAAUCALACACAAGAUUACUCOGUUAGUGUCASUUGACGGAGOGAGOOUACUAULGCUOCGCCAGATGALC

SEQ IDNO 55 (AMX(91)-H3)
GGGAAAAGCRAAUCAU,
AACGAGAA

SEQ 1D NO 56 (AMX(91)-B5)
GOGAAAAGCOAAUCAU
CAACCGATAA

SEQID NO 57 (AMX(91)-A6)
GGOAAAAGCOBAAUCAUACACAAGALUGO

AACCGAGAA

SEQID NO 58 (AMX(91)-G7)
OOUAAAAOUOAAVRCAUACACAAGACAUAACUOCA

UEBARICAGGAGUAUCUCITUOOOACIUOACUOCGCCATAGACC
AACCGAGAA

SEQ ID NO sgmmw 1)-H7)

AACCOABAA

SEQIDNO 60 (AMX(91)-BS)
OG0AAAACOGAAUCA
CAACCAAGAA

UAACGACOAAAGUUAUGCUCOOCCAGAOACT
UUACUUCCAVUCCUJAGCOOULUCUCUCTULCAGAGAC

CAAUGUGACCIRACAACCCUUUUCOCGALUGAACAOUOGTCIIODOOCAGATGACC

UAGUAUAUGGOUAGUACRACAGCGOGRUOCY COGCTAGAGAL

SEQID NO 61 (AMX(91)-HS8)
GAOAAAAGOGAAUCAY UOALGCUOOGOTABAGAC
CAAQDOALIAA

SEQ ID NO 62 (AMX(91)-GS)

%

\,\m
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%

MWMWMWMWWMMW
AACCOAGAA

EEEIDDIKJGSGANDRPI}IED
AAAAGCGAAUCAUACACAABACGUG

UAUUACCOCCAMOCAGAAGOACCAUUCOCTUAACAMI CRICOGCCAGAGALT
AACOOAGAA

SEQ IDNO 64 (AMX(91)-G11)

AACCOADAA

UGUAUAGAUCCOCAAUGUGUGCUCOOCCAGAGACT

smmmiﬁml)—cm CCAGABACE
AACCOAGAM .

SBQID]“)GG(ANDHB]%EE&%MEUU

AACCGAGAA

UAUGUAAACCAUAACOUUCCAUAAGGAAUAUOCUCOGCCAGAGACC

[0C241] Aquellas secuenclas que tienen actividad de unién
para las proteinas objetivas IL-23 como se determina por el
ensayo de unién dot blot descrito anteriormente, y que es
funcional los ensayos basados en células (descrito en el

ejemplo 3), se minimiza (descrito adelante en el ejemplo 2).

Ejemplo 1B: selecciones IL-23 contra IL-23 humano con grupos

que contienen nucleétido ribo/270-Me

[00242] Se desarrollan dos selecciones para identificar
aptameros que contienen nucleétidos ribo/2’0-Metilo. Una
seleccidén utiliza 2’0-Metil A, C, y U y 2’0H G (rGmH), y la
otra seleccién utiliza 2’-OMe C, U y 2'-0H G, A (rRmY). Ambas
selecciones son selecciones directas contra h-IL-23 que se
han inmovilizado sobre una placa hidréfoba. No se toman
etapas para la seleccién de bias de aptameros especificos

para los subdominiocs pl9 o p40. Ambas selecciones producen



WO 2005/086835 143 PCT/US2005/007666 %

grupos significativamente enriquecidos para unién h-IL-23
versus nalve, grupos no seleccionado. Las secuencias de clon
individual se reportan aqui, y los datos de unién h-IL-23 se

suministran para clones individuales seleccionados.

[00243] Preparacién de grupos. Una plantilla de ADN con la

secuencia 5’ -GGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN1zCGCTGTCGATCGATCGATCGATG-
3’ (ARC256) (SEQ ID NO 3) se sintetiza utilizando un
sintetizador ABI EXPEDITE™ ADN, y se desprotege por métodos
estidndar. Las series de N en la plantilla de ADN (SEQ ID NO
3) puede ser cualquier combinacién de nucleétidos y da la

dnica regién de secuencia de los aptémeros resultantes.

[00244] La plantilla se amplifica con el 5’ iniclador 5'-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC-3’ (SEQ ID NO 67) y
3’ iniciador 5’-CATCGATCGATCGATCGACAGC-3' (SEQ ID NO 68) y
luego utilizada como una plantilla para transcripcidén in
vitro con polimerasa de ARN T7 mutante sencilla Y639F. Las
transcripciones se hacen a 37°C durante la noche utilizando
200 mM Hepes, 40 mM DTT, 2 mM de espermidina, .01% Triton X-
100, 10% PEG-8000, 5 mM MgCl;, 1.5 mM MnCl,, 500 puM NTPs, 500
HM GMP, 0.01 unidades/ul pirofosfatasa inorgénica, y 2 ug/mL
de polimerasa T7 mutante sencilla Y639F. Se transcriben dos

composiciones diferentes, rGmH, y rRmY.

[00245] seleccidn cada ronda de seleccidn se inicia al

inmovilizar 20 pmoles de h- IL-23 a la superficie de placas

WP
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hidréfobas Maxisorp Nunc durante dos horas a temperatura
ambiente en 100 pL de 1X PBS Dulbecco (DPBS (+Ca?*, Mg®*)). El
supernadante se remueven entonces y los posos se lavan cuatro
veces con 120 uL de amortiguador de lavado (1X DPBS, 0.2%
BSA, y 0.05% Tween-20). Los grupos de ARN se calientan a 90°C
durante tres minutos y se enfria a temperatura ambiente
durante 10 minutos hasta refrieque. En la ronda 1, se conduce
una seleccién de etapa positiva. En resumen 1 x 10 moléculas
(0.2 nmoles) de grupo de ARN se encuban en 100 pL de
amortiguador de unién (1X DPBS y 0.05% Tween-20) en posos con
objetivo de proteina inmovilizada durante wuna hora. El
supernadante se remueve entonces y los posos se lavan cuatros
veces con 120 uL de amortiguador de lavadoe. En rondas
posteriores se incluyen una etapa de seleccibébn negativa. El
grupo de ARN también se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente en posos vacios para remover cualquier
secuencia de unién plastica del grupo antes de la etapa de
seleccién positiva. El1 nimero de lavadas se incrementa
después de la ronda cuatro para incrementar la fuerza. En
todos los casa, la unién del grupo de ARN al h-IL-23
inmovilizado se transcribe en forma reversa directamente en
la placa de seleccién por 1la adicién de la mezcla RT
(iniciador 3’, (SEQ ID NO 68)), y RT Thermoscript™,
(Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por incubacién a 65°C

durante 1 hora.
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[00246] el cADN resultante se utiliza como una plantilla para
PCR utilizando polimerasa (New England Biolabs, Beverly, MA).
Las condiciones PCR “inicio caliente” con una temperatura de
hibridacién de 60°C que se utiliza para minimizar 1la
formacién de dimero-iniciador. E1 ADN de plantilla de grupo
amplificado se <desaliniza <con una columna Centrisep
(Princeton Separations, Adelphia, NJ) de acuerdo con las
instrucciones recomendadas por 1 fabricante, y utilizadas
para transcribir el ARN del grupo para la siguiente ronda de
seleccién. El grupo transcripto se purifica con gel sobre un
10% de gel poliacrilamida cada ronda. La tabla 6 muestra la

concentracién de ARN utilizada por ronda de seleccién.

[00247] Tabla 6 concentraciones de grupo de ARN por ronda

de seleccién

Ronda rRmY (grupos de pmoles rGmH (grupos de pmoles
utilizados) utilizados)

1 200 200
2 110 40
3 65 100
4 50 170
5 80 100
6 100 110
7 50 70
8 120 60
9 120 80
10 130

11 110
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[00248] el progreso de la seleccidén se monitorea utilizando
el ensayo de unién de filtro de sandwich dot blot como se
describié en el ejemplo 1A. El ARN del grupo 5’-32p etiquetado
se repliega a 90°C durante 3 minutos y se enfria a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego, el ARN del
grupo (concentracién de traza) se incuba con h-IL-23 DPBS més
0.1 mg/mL de tARN durante 30 minutos a temperatura ambiente y
luego se aplica a un sandwich de filtro de nailon y nitro
celulosa en un aparato dot blot (Schleicher y Schuell). El
porcentaje de unién de ARN del grupo a la nitro celulosa se
calcula y se monitorea aproximadamente cada tres rondas con
una seleccién de punto Gnico (+/- 250 nM h-IL-23). Se hacen
las mediciones del Kp del grupo utilizando titulacién de
proteina h-IL-23 (R&D, Minneapolis, MN) y el aparato dot blot

como se describié anteriormente.

(00249] la selecciédn rRmY h-IL-23 se enriquece para la unién
h-IL-23 versus grupoc naive después de cuatro rondas de
seleccién (datos no mostrados). Se incrementa la fuerza de
seleccién y la seleccién se continua durante B8 rondas mas. En
la ronda 9 el Kp del grupo fue aproximadamente 500 Nm o
mayor. La seleccidédn rGmH se enriquece sobre la unién del
grupo naive en la ronda 10. El Kp del grupo también fue de
aproximadamente 500 nM o mis. La figura 7 es una curva de
unién de la seleccié4n de grupo rRmY y rGmH que se une al h-
IL-23. Los grupos se clonan utilizando el kit de clonacién

TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se generan las

s«g»us”
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secuencias individuales y se ensayan para unién. Se
desarrolla inicialmente seleccién de unién de punto tGnico en
todas las transcripciones de clon rRmY crudas utilizando una
dilucién 1:200 dilucién, +/- 200 nM IL-23, mds 0.1 mg/mL de
tARN competidor. Se desarrollan entonces una seleccién de 10
puntos sobre 24 de los clones rRmY que mostraron la mejor
unién en la seleccién de punto Gnico. Se desarrolla 1la
seleccién de punto 10 wutilizando ceroc a 480 nM IL-23 en
diluciones seriales de 3 pliegues. Se generan las curvas de
unién ((KaleidaGraph v. 3.51, Synergy Software) y se estima
el Kps por el ajuste de los datos a la ecuacién: uniédn de
fraccién ARN = amplitud de *[h-IL-23]/Kp + [h-IL-23]). La
tabla 7 adelante muestra los datos de la secuencia de los
aptdmeros seleccionados rRmY que muestran afinidad de unién
para el h-IL-23. Hay un grupo de 6 secuencia duplicada y 4
pares de 2 secuencias duplicadas de 1los clones rRmY
generados. La tabla 8 muestra las caracteristicas de unién de
los clones rRmY asi ensayados. Los clones también se ensayan
de 48 transcripciones de clon rGmH crudas en una dilucién
1:200 y 0.1 mg/mL de tARN se utiliza como competidor el
promedio de unién de sobre el fondo fue de solo cerca de 14%,
mientras que el promedio de clones rRmY en el mismo ensayo
fue de cerca de 30%, con 10 clones mayor que el 40%. La
caracterizacidén de secuencias y unién de los clones rGmH

ensayados no se muestran.
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[00250] Las secuencias de acido nucleico de los aptémeros

rRmY caracterizados en 1la tabla 7 se dan adelante. La

secuencia dnica de cada aptémero en la tabla 7 comienza en el

nuclebétido 23, inmediatamente luego de la secuencia

GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO 69), y corre hasta que este

presenta la secuencia de dcido nucleico fija 3’

GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO 70}.

[00251] A menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales y 1listadas adelante se representan en la
orientacién 5’ a 3’ y representan las secuencias de 1los
aptdmeros que se unen al IL-23 y/o IL- 12 seleccionado bajo
las condiciones rRmY SELEX™ en donde las purinas (A y G) son
2'-0H y las pirimidinas (U y C) son 2’-OMe, Cada una de las
secuencias listadas en la tabla 7 se puede derivar con
porciones de poli alquileno glicol (“PAG”) pueden o0 no

contener taponado (por ejemplo, un dT 3’ invertido).

[0002] Tabla 7- secuencias rRmY (Ronda 10)

SEQIDNO 71
CUOAGAGOAGAGAACGUUCUACAAAUGAGAGCAGOODGAAGAGOAGUCHTUCGC UBUOIAOOAUCGAUCTAUG

SEQIDNO 72 |
GOOAGAGGAGAGAACTUUCUACAAATGAGADCAQGCCAAAAALGAQUOTCUCECUGUCOANCOAUCAATUCAAUG

SEQIDNO 73
Q0GAGAGOAGAGAACBUUCUACAAAUGAGAGCAGOCCGAAAABGAGUCICUCTCUGUOGAUOTADCGAUCGAUG

SEQ ID NO 74
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GGOAGAGGASAGAACGUUCUACGOUAAAGCAGGCLIACUSAAAGGLUGAATUCICUGUCTAUCGALCOAUCGAUD

SEQTD NO 75
GOAAGAGOAGAGAADOUUCUACAGTUUAAGALCAGGCUCAGRAAUOOAATUCGCUGUCOAVC GAUCTALICOAUG

SEQID NO 76
QOGAGAGGARAQANCGUUCUACAACAAAGCAGGCUCAUAGUAAUAYUGOAACUCOCUGUCGAUCGAUOGALCGAG
SEQID NO 77
UGGAAGUCGCTIGUCRAUCOAVOOAUCGAUG
SEQID NO 78
GOOAGAGGAQAG AACOUUCUACAAAAGAGAGCAGGODOAAAAGIATICGCUCGCUGUOGAUCOAUCGALCGAUD
SEQID NO 79
GOGAGAGGAQAGAACRIUCUACAAAAGGCAGGCUCAGGOAAUCACUGGAATUCACUGUCOAUCOAUCOAUCGAUG
SEQ ID NO 80 :
AUAUAAUGAAGGAUAACSUGCAAAGHAQACGCUGUOGAUCUAUOGALCGALIG
SEQ ID NO 81
OGOAGAGUAGAGAACGUUCUADGAAUGAGAICAGOCCAAAAAGUAMNICGCUCICUGUOGAUCCAUCGARIOGATIG
SEQID NO 82
GGGAGAGO ADAGAACGUUCHACGAGAGGCAAGAGADAGUCGCAUAAAAAADA COCUGUOOAUCGAUCG AUCTARG
SEQ ID NO 83
GOOADAIGAGIAD
SEQ IDNO 84
GGAAOAGOAGAGAACGUUCUACOOAAAAAGAUATIIGAAAGAAAGOAUUAAGAGACOCUGUCOALCOAUCOAUCTAUG
SEQ ID NO 85
DUCUACGGAAGONAACAANAGCACUGUUUGUOCAOOCICUGUCGAUCNAUCNAUCNAUG
SEQ IDNO 86
OGGAGAGGAQ AGAACTRIUCUACUAAUGCAGOCUCAGUUACACUGGAAGUEICUG UCTAUCOAUCO ATUCG ALD
SEQ ID NO 87
AAGUOOCUGUCOAUDOAUCAALUCGAVG
SEQIDNO 88

GOGAQAGGABATAACTUUCUACALAAGCAGGCUCCOAUAGUALUCGOGAA CUCTICUGUICTAUCGAUCIALICGAU

[00252] Tabla 8 — Datos de unién de clon rRmY IL-23

| §EQ | WL23Kp |
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ID No. {nM)
72 211.4
83 8.2
86 219.3
80 3786.3
75 479.4
74 257.0
Bl 303.2
11 258.9
73 101.4
88 101.2
84 602.5
18 123.7
76 17.2
87 122.3
71 124.0
85 239.9
82 198.6
79 806.7

PCT/US2005/007666

**gnsayos desarrollados en 1X DPBS (+Ca®', Mg?'), 30 minutos

de incubacién RT

**R&D IL-23 (proteina libre de portador)

EJEMPLO 1C: Selecciones contra IL-23 humano con grupos dque

contienen nucledtido desoxi/2‘0-metilo
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[00253] Se desarrolla wuna seleccién alternativa para
obtener aptameros estabilizadeos especificos para IL-23
utilizando desoxi purinas (A y G) y pirimidinas 2’-0-Me (C y

U) utilizando la estrategia h-IL-23.

[00254] Preparacién de grupos una plantilla de ADN con la
secuencia 5’ -GGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN;CGCTGTCGATCGATCGATCGATG-
3’ (ARC256, SEQ ID NO 3) se sintetiza wutilizando un
sintetizador de ADN ABI EXPEDITE™, y se desprotege por
métodos estandar. Las series de N en la plantilla de ADN (SEQ
ID NO 3) puede ser cualquier combinaciédn de nuclebétidos y da
la regidén de secuencia tnica de los aptémeros resultantes.
Las plantillas se ampllifican con el iniciador 5’, 5'-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC-3’ (SEQ ID NO 67) vy
el iniciador 3’ 5’-CATCGATCGATCGATCGACAGC-3’ (SEQ.ID NO 89) y
luego utilizarla como una plantilla para la transcripcién in
vitro con la polimerasa de ARN T7 mutante sencilla Y639F. se
hacen transcripciones a 37°C durante la noche utilizando 200
mM Hepes, 40 mM DTT, 2 mM espermidina, 0.01% Triton X-100,
10% PEG-B000, 9.6 mM MgCl?, 2.9 mM MnCl%, 2 mM NTP, 2 mM GMP,
2 mM espermina, 0.01 unidades/ulL de pirofosfatasa inorgénica,

y 2 ug/mL de polimerasa T7 mutante sencilla Y639F.

[00255] Seleccién: cada ronda de seleccién se inicia al

inmovilizar 20 pmoles de h-IL-23 a la superficie de placas

hidréfobas Maxisorp Nunc durante una hora a temperatura
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ambiente en 100 upL de 1X PBS. Se remueven entonces el
supernadante y se lavan los posos 5 veces con 120 ulL de
amortiguador de lavado (1X PBS, 0.1 mg/mL tARN y 0.1 mg/mL de
ADN esperma de salmén ("ssADN")). En la ronda 1, se conduce
una etapa de seleccién positiva: 100 pmcles de ARN de grupo
(6 x 10'® moléculas Qnicas) se incuban 100 pL de amortiguador
de unién (1X PBS, 0.1 mg/mL. tARN y 0.1 mg/mL ssADN) en los
posos con proteina objetivo inmovilizada durante 1 hora. El
supernadante se remueve luego y los posos se lavan 5 veces
con 120 uyL de amortiguador de lavado. En rondas posteriores
se incluye una etapa de seleccione negativa. El1 ARN de los
grupos también se incuba durante una hora a temperatura
ambiente en posos vacios para remover cualquier secuencia de
unién plastica del grupo antes de la etapa de seleccién
positiva. Partiendo en la ronda 3 se introduce una segunda
etapa de seleccién negativa. Los posos objetivo inmovilizado
se blogquean durante una hora a temperatura ambiente_en 100 pL
de amortiguador de bloqueo (1X PBS, 0.1 mg/mL tARN, 0.1 mg/mL
ssADN y 0.1 mg/ml. BSA) antes de la etapa de seleccién
positiva. En todos los casos, el grupc de ARN unido para
inmovilizar h-IL-23 se transcribe de forma reversa
directamente en la placa de seleccién después de la adiciédn
de 1la mezcla RT (iniciador 3/, (SEQ ID NO 89)), ¥
Thermoscript™ RT {Invitrogen, Carlsbad, CA), seguido por
incubacién a 65°C durante 1 hora. El1 cADN resultante se
utiliza como una plantilla para el PCR (Tag polymerase, New

England Biolabs, Beverly, MA). Las condiciones PCR “inicio
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caliente” acopladas con una temperatura de hibridacién de
68°C se utiliza para minimizar la formacién de iniciador-
dimeroc. El1. ADN de plantilla de grupo amplificado se
desaliniza con una columna Micro Bio-Spin (Bio-Rad, Hércules,
CA) de acuerdo con 1las condiciones recomendadas por el
fabricante y utilizado para la trascripcidédn del programa del
ARN del grupo para la siqguiente ronda de seleccién. El grupo
trascripto se purifica con gel sobre un 10% de gel

poliacrilamida cada ronda.

[00256] Andlisis de unién de proteina se monitorea el

progresoc de seleccién utilizando el ensayo de unién de filtro
de sé&ndwich previamente descrito en el ejemplo 1lA. Se encuba
(concentracidén en traza) ARN del grupo 5'- * p-etiquetado con
h-IL-23, 1X PBS mas 0.1 mg/ml, tARN, 0.1 mg/mL ssADN y 0.1
mg/mL BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego
se aplica a nitrocelulosa y sandwich de filtro de nailon en
un aparato dot blot (Schleicher and Schuell, Keene, NH). El
porcentaje de unién de ARN del grupo a la nitrocelulosa se
calcula después de 6,7 y 8 rondas con una seleccién de 7
puntos con h-IL-23 (0.25 nM, 0.5 nM, 1 nM, 4 nM, 16 nM, 64 nM
y 128 nM). Se calculan mediciones del grupo Kp, como se

describié previamente.

[00257] La seleccién de dRmY IL-23 se enriquece para la
unién h-IL-23 versus el grupo naiven después de 6 rondas de

seleccién. En la ronda 8 el grupo Kp; fue de aproximadamente 54
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nM o mayor. Los grupos de la ronda 6,7 y B8 se clonan
utilizando un kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y se generan secuencias individuales. La tabla 9 listas
las secuencias de los clones dRmY generados de los grupos de
las 6,7 y 8. Se desarrolla andlisis de unién de proteina para
cada clon. Se desarrollan ensayos de unién en 1X PBS +0.1
mg/mL tARN, 0.1 mg/mL de ADN de esperma de salmén, 0.1 mg/mL
BSA, durante 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente.
La tabla 10 incluye la caracterizacién de unién para estas

secuencias individuales.

[00258] Las secuencias de Aacido nucleico de los aptéameros
dRmY caracterizados en la tabla 9 de dan adelante. La unica
secuencia de cada aptéamero de adelante empieza en el
nucleétido 23, seguido inmediatamente de la secuencia
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO 69), y corre hasta que esta
presenta la secuencia de acido nucleico 3’

GCUGUCGAUCGAUCGAUCGAUG (SEQ ID NO 90)}.

(00259] A menos que se indique otra cosa, la secuencias
individuales listadas adelante se representan en 1la
orientacién 5’ a 3’ y representa la secuencia de los
aptimeros que se unen a IL-23 y/o IL-12 seleccionadas bajo
las condiciones de dRmY SELEX™ en donde las purinas (A y C)
son desoxi y las pirimidinas(U y C) son 2’-OMe. Cada una de

las secuencias listadas en la tabla 9 se puede derivar con
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porciones de polialquilenglicol (“PAG”) y pueden o no

contener taponado (por ejemple, un dT invertido 3’).

[00260] Tabla 9 secuencia de clon dRmY IL-23

SEQIDNOS! (ARC4%9) -

092 (ARC4
SBQID NO b: (ARC 490) MG OOAGOOTUOCCOGUCICUTUCTALCOALCOAUCEALG

ggggzgﬁiﬁmemuunmwmnmmmmmmmumumnmummmumummmmmunmmmn

g%%ﬂ%ﬂﬁﬁ:ﬁé$&ﬁ:gghxwmmmnmumamwmummwumnmmumMxnmmnmunum

EE35aEgﬁEMnmxuusﬂ:uunamwumunmnunnummwmmmmmunmmuuumum

gﬁ&éﬁ%ﬁgzausmxuumamnmmmunumunnumnumuumammmmnmxnmwnmxnun

¥ ARC4A92
m%&%n&uw&mmmmmmm GOCOLIAUONAUCTALUCIATCTALD

[00261] Tabla 10 datos de unién de aptdmero dRmY IL-23

ID de SEC No. IL-23 Kp (nM) IL-12 Kp (nM)
91 4.0 17.2
92 26.0 37.1
92 184.2 No Ensayado
94 17.1 93.0
95 432.6 No Ensayado
96 209.7 No Ensayado
97 NB NB

W
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**ensayo desarrollado en 1X PBS + 0.1 mg/mL tARN, 0.1 mg/mL
ssADN, 0.1 mg/mL BSA, incubacién 30 minutos RT
** R&D IL-23 (proteina libre de portador)

N.B.= unién no detectable

EJEMPLO 1D: Selecciones adicionales contra IL-23 humano con

grupos que contienen nucledtido desoxi /2’ O-metilo

[00262] Introduccidn se utilizan tres estrategias de

geleccidn para identificar aptémeros para h-IL-23 utilizando
un grupce que contiene nucleétidos desoxi/2’0O-metilo. E;tas
selecciones utilizan 2'0~Me C, y U y desoxi A y G. la primera
estrategia de seleccién (dRmY IL-23) fue una seleccién de
direccién contra h-IL-23. En 1la segunda estrategia de
seleccién (dRmY IL-23/IL-12neg), el h-IL-12 se incluye en la
etapa de seleccidén negativa para dirigir el enriquecimiento
de la unién de aptémero a P19, el unico subdominio para h-IL-
23. En la tercera estrategia de selecciétn (dRmY h-IL-23-8),
ge utiliza fuerza incrementada en la posicidén de selecciédn al
incluir lavados largos para dirigir la seleccién para escoger
aptadmeros de alta afinidad. Todas las tres estrategias de
seleccidédn producen aptimeros para el h-IL-23. Se especifican
varios aptadmeros para el h-IL-23, y varios muestran

reactividad cruzada entre el h-IL-23 y h-IL-12.

[00263] Seleccién de dRmY: la ronda 1 de la seleccién dRmY h-

I1L-23 empezé con 3x10" moléculas de un grupo de ARN
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modificado 2’0-Me C, y U y desoxi A y G modificados con la
secuencia 5'-GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC-N30~
GGUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG-3’ (ARC520) (SEQ ID NO 98), que se
sintetiza utilizando un sintetizador de ADN ABI EXPEDITE™ y
desproteger de métodos estdndar. Las aseries de N en 1la
plantilla (SEQ ID NO 98) puede ser cualquier combinacién de
nucledétidos y dar la regién de secuencia tnica de los

aptameros resultantes.

[00264] cada ronda de seleccién se inicia al inmovilizar 20
pmoles de h-IL-23 a 1la superficie de placas hidréfobas
Maxisorp Nunc durante 1 hora a temperatura ambiente en 100 uL
de 1X PBS. El supernadante se remueve entonces y los posos se
lavan 5 veces con 120 uL de amortiguador de lavado (1X PBS,
0.1 mg/mL tARN y 0.1 mg/mL ADN de esperma de salmén
("ssDNA")). En la ronda 1, se incuban 500 pmoles de ARN de
grupo (3x10 moléculas) en 100 pL de amortiguador de unién
(1X PBS, 0.1 mg/mL tARN y 0.1 mg/mL ssADN) en el poso con
objetivo de proteina inmovilizada durante una hora. El
supernadante se remueve entonces y se lava el poso 5 veces
con 120 pL de amortigquador de lavado. En rondas posteriores
se incluye una etapa de selecciédn negativa en la que el ARN
del grupo también se incuba durante una hora a temperatura
ambiente en un poso vacio para remover cualquier secuencia de
unién pléastica del grupo antes de la etapa, de seleccién

positiva.
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[00265] Partiendo en lz; ronda 3, se introduce una segunda
etapa de seleccién negativa. E1l grupc se somete a una hora de
incubacién en posos objetivos inmovilizados que se bloguean
durante una hora a temperatura ambiente con 100 uL de
amortiguador de bloqueo (1X PBS, 0.1 mg/mL tARN, 0.1 mg/mL
ssADN y 0.1 mg/mL BSA) antes de la etapa de seleccién
positiva (tabla 11A). En la ronda 3, el grupo dRmY h-IL-23 se
divide en la seleccién dRmY h-IL-23/IL-12neg al someter el
grupo a una hora adicional de etapa de incubacién negativa a
temperatura ambiente en un poso que ha sido blogqueado durante
una hora a temperatura ambiente con 20 pmoles de h-IL-12 y
lavado 5 veces con 120 uL de amortiguador de lavado, que
ocurre antes de la incubacién positiva de h-IL-23, El grupo
se divide en posos h-IL-12 adicionales bloqueados en rondas

posteriores para incrementar la fuerza (ver tabla 11B).

[00266) Un método adicional para incrementar la
discriminacién entre la unién h-IL-23 y h-IL-12 fue agqregar
el h-IL-12 a la seleccién positiva Jjunto con el grupo a una
baja concentracién, en la dque los ligadores h-IL-23
especificos se pueden unir al h-IL-23 inmovilizado, y los
ligadores h-IL-12 se pueden lavar lejos después de una hora
de incubacién. La seleccién de dRmY h-IL-23-s se divide del
grupo dRmY h-IL-23 en la ronda 6 con la adiciétn de “fuertes
lavados” en la seleccidn positiva, en la que después de una
hora de incubacién con h-IL-23, se remueve el grupo, 1luego

100 pL 1X PBS, 0.1 mg/nil tARN, y 0.1 mg/mL ssADN se agrega e
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incuba durante 30 minutos (tabla 11C). Este procedimiento de
lavado fuerte se remueve y se repite, con la intencién de

selecclonar las moléculas con alta afinidad.

[00267] En todos los casos, la unién de ARN del grupo para
h-IL-23 inmovilizado se transcribe de forma reversa
directamente en 1la placa de seleccién por la adicién de
mezcla RT (iniciador 3'5'-CATCGATGATCGATCGATCGAC-3' (SEQ 1ID
NO 100)), y Thermoscript™ RT, (Invitrogen, Carlsbad, CA)
sequido por incubacién a 65°C durante una hora. El1 cADN
resultante se utiliza como una plantilla para el PCR (20 mM
Tris pH 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl?, 0.5 uM de iniciador 5’
5'—TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC-3' (SEQ ID NO 99),
0.5 pM de iniciador 3’ (SEQ ID NO 100), 0.5 mM cada uno dNTP,
0.05 unidades/plL. de polimerasa Taq (New England Biolabs,
Beverly, MA)). Se hacen reacciones PCR bajo las siguilentes
condiciones siquicas: a): 94°C durante 30 segundos; b) 55°C
durante 30 segundos; c) 72°C durante 30 segundos. Se repiten
los ciclos hasta que se genera suficiente producto PCR. El
nimerc minimo de ciclos requeridos para generar suficiente
producto PCR se reporta en las tablas 11A-11C como el “umbral

PCR",

[00268] Las plantillas PCR se purifican utilizando un kit de
purificacién PCR QIAquick (Qiagen, Valencia, CA) y utilizadas
para programar la trascripcién del ARN del grupo para la

siguiente ronda de seleccién. Se transcriben plantillas
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durante la noche a 37°C utilizando 200 mM de Hepes, 40 mM de
DIT, 2 mM de espermidina, 0.01% de Triton X-100, 10% PEG-
8000, 9.6 mM de MgCl?, 2.9 mM de MnCl?, 2 mM NTP, 2 mM GMP, 2
mM espermina, 0.01 unidades/uL de polifosfatasa inorgénica, y
2 pg/mL de polimerasa T7 mutante sencilla Y639F. Se apagan
las reacciones de trascripciétn con 50 mM de EDTA y etanol
precipitado, luego se purifica sobre un 1.5 mM de gel
poliacrilamida de desnaturacién (B M urea, 10% acrilamida;
19:1 acrilamida: bisacrilamida). Se remueve el ARN del grupo
del gel peor elusibébn pasiva a 37°C entre 300 mM de NaOAc, 20
mM EDTA, seguido por precipitaciétn de etanol. Las condiciones
de seleccién para cada ronda se suministran en las siguientes

tablas.

{00269] Tabla 11A: condiciones de seleccién dRmY hIL-23

Y
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IL~23
Conc PRSA.
grupo pozos BSA
Ronda ARN IL-23 bioqueadas Umbral
# M) | @M | uotados | heg PCR
1 5 02 Ninguna | Ninguna 18
2 0.6 02 1hbr | Ninguna 17
3 0.75 02 thr thr 17
4 ) 02 Ihr )"+ 17
5 0.73 02 1hr b 17
6 1 02 Ihr 1he 15
7 | 0.2 1br Ihr 15
8 1 02 1} Ihr 16

[00Z70] Tabia 11B: condiciones de seleccitn dRmY IL-23AL-12 neg

PCT/US2005/007666 ‘%

IL-23/12neg
Cong. pozos Cone. Conc.
el | e VBN ||
Ronda ARN - u L-12 |# Umbral
# @M) | (uM) | tratados neg M {12 | em PCR
1 5 02| Ninguna | Ninguna 0 0 0 18
4 0.6 02 1br Ninguna 0 0 0 17
3 0.75 02 hr 1hr 0.2 1 0 17
4 1 02 1hr 1he 02 1 0 17
5 0.78 02 Thr 1hr 02 2 0 17
] | 02 b I 02 2 0 13
7 1 02 1hr 1ht 02 3 0.02 15
8 1 0.2 Ihr ihr 02 3 0.05 15
[00271] Tabia 11C: condiciones de seleccién dRmY hiL-23S
IL-238
Corc. pozos #
Conc BSA
pozos 30mt
Ronda mo NMgta | pegno  [bioqusados |m":|; Umbral
# | M | M) | getados | "9 [positivas| PCR




S
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1 5 02t Ninguno | Ninguno 0 18
2 0.6 0.2 1hr | Ninguno 0 17
3 0.75 02 1hr 1hr 0 17
4 1 02 1hr Jbr 0 17
5 0.75 02 ihr 1hr 0 17
6 1 02 1hr 1hr 2 15
7 1 02 Ihr 1k 2 16
8 1 02 Ihr I 2 16

[00272] An&lisis de Unién de Proteina: Se desarrollan

ensayos de unidén dot blot a través de las selecciones para
monitorear la afinidad de unién de la proteina de los grupos
comoe se describié previamente en el Ejemplo 1lA. Cuando se
observa un indice positivo significativo de unién de ARN en
la presencia de h-IL-23 versus la ausencia de h-IL-23, se
clonan los grupos uﬁilizando un kit de clonacién TOPO TA
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Secuencias similares se ven en todas las tres
selecciones de los grupos que se han ido a través de seis
rondas, y clones udnicos 45 entre las tres selecciones se
escogen para seleccién. Se sintetizan los 45 clones sobre un
sintetizador de ADN ABI EXPEDITE™, luego se desprotege por
métodos estdndar. Los 45 clones individuales se purifican con
gel sobre un 10% de gel PAGE, y el ARN se eluye pasivamente
en 300 mM de NaOAc y 20 mM de EDTA, seguido por precipitacién

de etanol.

Vs

\}
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{00273] Los clones se etiquetan en el extremo 5’ con ATP y-
2p  y se ensayan para unién IL-23 y JIL-12 en una seleccién
dot blot de 3 puntos (0 nM, 20 nM, y 100 nM h-IL-23; 0 nM, 20
nM, y 100 nM h-IL-12) (datos no mostrados). Los clones que
muestran unién no significativa en las condicicnes de
proteina 20 nM y 100 nM para ambos IL-23 y IL-12 se ensaya
adicionalmente para determinacién de Kp utilizande una
titulacidén de proteina que va de 0 nM a 480 nM (diluciones de
3 pliegues) en el ensayo dot blot previamente descrito. Los
valores Kp se determinan al ajustar una ecuacién que describe
un complejo de proteina: ARN 1l:1 para los datos resultantes
(unién de fraccidén de aptamero = amplitud*([IL-23]/(KD + [IL-
23))) + unién de fondo) (KaleidaGraph v. 3.51, Synergy
Software). Los resultados de la caracterizacién de unién de
proteina para los clones de alta afinidad se tabulan en la
Tabla 13, y las secuencias de clon correspondiente se listan

en la tabla 12.

[00274] Las secuencias de acido nucleico de aptémeros dRmY
caracterizados en la tabla 12 se dan adelante. La secuencia
inica de cada aptimero empieza adelante en el nucleétido 23,
seguido inmediatamente de la secuencia GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC
(SEQ ID NO 101), y corre hasta que este presenta la secuencia

de &cido nucleico 3’ GUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEQ ID NO 102).
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[00275] A menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales 1listadas adelante se representan en la
orientacién 5’ a 3’ y representan las secuencias de los
aptamercs que se unen al IL-23 y/o IL-12 seleccionados bajo
las condiciones en donde las purinas (A y G) son desoxi y las
pirimidinas (C y U) son 2’-Ome. Cada una de las secuencias
listadas en la Tabla 12 se pueden derivar con porciones de
polialquielenglicol (“PAG"™) y pueden o no contener

taponadores (por ejemplo, un dT invertido 3’).
[00275] Tabla 1l2: secuencias de clon dRmY

SEQID NO 103 (ARC611)
U0GOUGHAGGAUCTAUCGALCGAUCAUCDAUG

SEQIDNO 104 (ARC612)
QOGAQAGGAGABAACOQUUCUACAGGCAAG

SEQIDNOIGS (A.RCGM) o

SEQ IDNO 106 (ARC616)

smmmm'rmgcszo)

SEQ ID'NO {12 (ARC632)
GAGAGAGGAGATGAAITUCUAZAALLGCAOGUGGHECOGAGAGLUAAAGHCOGOUCAAUCIADCGAUCAUCOATG

SEQ ID NO 113 (ARCS35)
OOCAGAGGAGAD AACTIRICUACATGCUC AAAAGASGAGOAUIUGOCAGUGGOUCTALCTAUCTANCAUCAAUD

SBQ ID NO 114 (ARCG642)
UCOAUCHALUCAUCGAUG

73
D
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SEQJD NO 115 (ARC643)
GOGAQAOGAQAGAACG UOGAUCGAUCAUCOALIG

SEQIDNO 116 ARC644)
QGUAGAGGMIAGAACTUUCUACUAGUGAGGOTUAACGGOGGOUOABOOUGGGOUCTAUDAUCGAUCALOGAL

SBQIDNO 117 (ARC645)
GOOAGAGGAGADAACTUUCUACAGQUAGOCAAGAUAINOOGI0AAGOGGGUOGTAUCOAUCGAUCGAUCAUCGAUG

SEQ ID NGO 118 (ARC 646)
OG0AGATCAGAIAACTUUCUACACAUGACUCTAAAGAGOGICTUGAGAOVOAGOUCGALICGAUCTALC AUCGAG

[00277) Tabla 13: Reaumen de union de clon dRmY

SEQ KphlL- | KphllL-
b NO ARC# Selecclén 23 (M) | 12 (aM)
103 ARC611 R7hIL-23/12neg 21.3 123.1
104 ARC612 R7 hiL-23/12ncg 5.8 417
105 ARC614 R7 hi1-23/12neg 3.1 54.4
106 ARC616 R7 hiL-23/12n0g 13.1 52.1
107 ARC620 R7 hil-23/12neg 4.8 178.7
108 ARC621 RT hIL-23/1200g 28.8 111.9
109 ARC626 R7 hIL-238 10.1 69.8
110 ARC627 R7 hIL-238 7 79.5
11 ARCG628 R7 b1L-238 57.8 146.5
12 ARC632 R7 hIL-238 19.1 639
113 ARC635 R7hIL-238 171.5 4309
114 ARC642 R7hWIL-23 37.2 188.3
115 ARC643 R7 hIL-238 71.6 309.4
116 ARCG644 R7 hIL-23 . 345 192.9
117 ARCG4S R7 hIL-23 33.5 137.3
118 ARC646 R7hIL-23 207.9 3826

*30 min de Incubacidn para determinacion K, en engayo dot biot
*1X PBS +0.1 mg/mi tARN, ADN de asperma de salmdén, amortiguador de BSA
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[00278] Las diferentes &estrategias y <condiciones de
seleccién para el IL-23 SELEX™ produjo varios aptameros,
estabilizados y/o0 minimizados, que tienen diferentes
caracteristicas de unién. Los aptameros rRfY seleccionados
tienen afinidades aproximadamente en el rango de 15nM a 460
nM, y antes que cualquier optimizacién post- SELEX™, tiene
potencia celular con ICsp aproximadamente en el rango de 50nM
a 5pg. Estas se pueden minimizar adicionalmente con ganancia
apropiada en las caracteristicas de unién y se espera que
muestren potencia incrementada en ensayos basados en células.
Estos aptémeros también muestran gran distincién entre el IL-
23, que tiene una discriminacién cien veces mayor de IL-23 a

I1-12.

[00279] Los aptémercs obtenidos bajo las condiciones de
seleccién rRmY tienen afinidades que varian desde
aproximadamente 8nM a 3u. Sin embargo, su potencia celular
es menor que la potencia del aptamero rRfY. Para las
construcciones rGmH se hace un punto de seleccién sencillo,
pero no se lleva ninguna adicional debido a su alcance de
unidén sobre el fondo que no fue tan bueno como los clones
rRmY. Se utilizan 48 transcripciones de clon rGmH crudas en
una dilucién 1:200 y 0.1 mg/mL tARN utilizadas como
competidor. El promedio de unién sobre el fondo fue de solo
aproximadamente 14%, mientras que el promedio del clon rRmY
en el mismo ensayo fue de cerca del 30% con 10 clones mayor

del 40%.
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[00280] El dRmY selecciona apt&meros que tienen diferentes
rangos de afinidades en el rango de "3 nM a ~200nM, y antes
de cualquier optimizacién post SELEX™, que muestran una
destacada potenclia celular con ICsp; en el rango de de ~50nM a
500~nM (descrito en el ejemplo 3 adelante). Alguno. de estos
aptdmeros también tienen una distinciédn de aproximadamente 4
veces para el IL-23 a IL-12, Que se puede mejorar luego de

optimizacién adicional.

EJEMPLO 1E: Selecciones contra (“"m”)-IL-23 de ratén con

grupos que contienen 2’-F pirimidina (rRfY)

[00281]} Introduccién: Se wutilizan dos estrategias de

seleccidén para identificar a mIl-23 que utiliza un grupo que
consiste de purina 2°-OH y nucledtidos 2’-F pirimidina
(composicién rRfY). La primera estrategia de selecciédn (mIl-
23) fue una seleccidén directa contra mIl-23. La seqgunda
estrategia de seleccién (mIL-23S) fue una selecciédn més
fuerte, en la que las rondas iniciales tuvieron menores
concentraciones de ARN y proteina en un intento por dirigir
la seleccidn hacia ligadores de afinlidad mayores. Ambas

estrategias de seleccidén producen aptémercs para mIl-23.

[00282] Seleccibn: Dos selecciones (mIL-23 y mIL-235)

empiezan con la incubacién de 2x10* moléculas de grupo de

pirimidina modificado 2’F con la secuencia 5’ GGAGCGCACUC
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AGCCAC-N40-UUUCGACCUCUCUGCUAGC 3’ (ARC275) (SEQ ID NO
119) ,que incluye una punta de grupo etiquetado de ATP 5'y>%
con IL-23 de ratén (aislado en jaula). Las series de N en la
plantilla (ID de SEC No.ID NO 119) pueden ser cualquier
combinacién de nuclebétidos y dar la Unica regién de secuencia

de los aptimeros resultantes.

[00283] En la ronda 1 de la selecciétn mIl-23, se incuba el
ARN de grupo con 50 pmoles de proteina en un volumen final de
100pL durante 1 hr a temperatura ambiente. En la ronda 1 de
la seleccidtn mIL~-23S, el ARN de grupos se incuba con 65
pmoles de mIL~23 en un volumen final de 1300pL durante un hr
a temperatura ambiente. Se desarrollan selecciones en
amortiguador 1X PBS. Complejos ARN: mIL-23 y moléculas de
ARB libres se separan utilizando 0.45 plL de columnas de giro
de nitro celulosa de Schleicer & Schuell (Keene, NH). Las
columnas se prelavan con un mL de 1X PBS, y luego las
soluciones que contienen ARN: proteinas se agregan a las
columnas y se hilan en una centrifuga a 2000 rpm durante 1
minuto. Se desarrolla lavado con amortiguador para remover
ligadores no especificos de los filtros (ronda 1, 2x500ulL
PBS; en rondas posteriores, mds lavados fuertes de numero y
volumen incrementado para enriquecer ligadores especificos),
luego los complejos de ARN: proteina unidos a los filtros se
eluyen con 200uL. lavados (2x100pL lavados en rondas
posteriores) de amortiguador de dilucidén (7M urea 100 mM de

acetato de sodio, 3mM EDTA, precalentado a 90°C). Se
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precipita el ARN eluado (40 glycogen, 1 volumen 1sopropanol).
El ARN se transcribe de forma reversa con el sistema RT-CPR
Thermoscript ™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con
instrucciones del fabricante, utilizando el iniciador 3’5
'"GCTAGCAGAGAGGTCGARA 3' (SEQ ID NO 121), seguido por
amplificacié4n PCR (20mM Tris pH 8,4 50 mM KC1l, 2mM MgCl,, 0.5
PM de iniciador 5’ prima 5'TAATACGACTCACTATAGGAGCGCACTCAGCCAC
3' (SEQ ID NO 120), 0.5 pM de iniciador 3' prima (SEQ ID
121), 0.5 mM cada dNTP, 0.05 unidades/uyL de polimerasa Tag
(New England Biliolabs, Beverly, MA)). Las reacclones PCR se
hacen bajo las sigulentes condiciones de ciclizacién: a) 94°C
durante 30 segundos; b) 60°C durante 30 segundos; c) 72°C
durante 30 segundos. Los ciclos se repiten hasta que se
genera suficiente producto PCR. El nimero minimo de ciclos
requeridos para generar suficiente producto PCR se reporta en

la tabla 14 como “umbral PCR”.

[00284] Se purifican las plantillas PCR utilizando el kit
de purificacién PCR QIAquick. Se transcriben plantillas
utilizando etiquetado de cuerpo GTP AP durante la noche a
370C (4%PEG-8000, 40mM (4% PEG-8000, 40 mM Tris pH 8.0, 12 mM
MgCl2, 1 mM de espermidina, 0.002 % Triton X-I00, 3 niM 2'OH
purina, 3 mM 2'F pirimidina, 25 niM DTT, 0.25 unidades/100 pL
pirofosfatasa inorgdnica, 2 pg/mL T7 Y639F polimerasa de ARN

mutante sencilla, 5uCi o?P GTP).
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[00285] Se repiten rondas posteriores utilizando el mismo
método como para el mismo método de la ronda 1, pero con la
adicién de una etapa de seleccién negativa. Antes de la
incubacién con la proteina objetivo, el ARN de grupo se pasa
a través de una coclumna de filtro de nitrocelulosa de 0.45
micrones para remover las secuencias de unién de filtro,
luego el filtrado se lleva a cabo en una etapa de seleccidn
positiva. En rondas alternas el ARN de grupo se purifica con
gel. Se apagan las reacciones de transcripcién con 50 mM
EDTA y etanol precipitado luego purificado geles de
poliacrilamida sobre geles de poliamida de desnaturalizacién
de 1.5 mM (8 m urea, 10% acrilamida, 19:1 de acrilamida:
bisacrilamida). Se remueve el ARN de grupo del gel por
elusién pasiva en 300mM de NaOAC, de 20mM EDTA, seguido por
precipitacién de etanol con la adicién de 300mM de acetato de

sodio y 2.5 volimenes de etanol.

[00286) E1l ARN permanece en exceso de la proteina a través
de las selecciones {(~1 uM ARN). La concentracién de proteina
se decanta para variar las concentraciones inferiores basadas
en la selecciédn particular. Se agrega competidor de TARN a
las reacciones de unién en 0.1 pg/mL partiendo en la ronda 2
o 3, dependiendo de la seleccién. Se completa un total de 7
rondas con ensayo de unién desarrollado en las rondas
seleccionadas. La tabla 14 contiene los detalles de 1la
seleccidédn que incluyen concentracién de ARN de grupo,

concentracién de proteina, y concentracién de tARN utilizada
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para cada ronda. Los valores de elusidén (indice de valores

CPM de ARN a proteina versus ARN total, se pasa luego a
través de columna de filtros) junto con los ensayos de unién
se utilizan para monitorear el progreso de la seleccidn.

[00287] Tabla 14: condiciones de selecciones rRfY mIL-23

1. zRfY mIL-23

Ronda clon gonc Neg TARN Selucién | PCR

ARN Proteina (mg/mL) Unbral
grupo (nM)
(pM)

1 3.3 500 Ninguno |0 2.64 8

2 1 500 Ninguno |0.1 4.24 8

3 ~1 200 Filtro |[0.1 0.73 10

4 1 200 Filtro (0.1 3.71 8

5 ~1 100 Filtro |0.1 0.41 10

6 1 100 Filtro |0.1 9.27 B

7 ~1 100 Filtro |0.1 0.87 9

2. rRtY mIL-238 (fuerta)

Ronda clon conc Neg TARN felucién|Umbral

# ARN Protaina (mgq/mL) ‘| PCR
grupo (nM)
(uM)

1 0.25 50 Ninguno |0 2.79 8

2 0.1 50 filtro |O 4,14 8

3 ~1 50 Filtro (0.1 0.16 11

4 1 50 Filtro |0.1 2.57 8
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5 ~1 25 Filtro |0.1 0.42 10
6 0.8 |25 Filtro |0.1 10.29 8
7 ~1 25 Filtro |0.1 0.13 10

[00288] Anélisis de unién de proteina rRfY mIl-23: Se

desarrollan ensayos de unién Dot blot a través de las
selecciones para monitorear la afinidad de unién de proteina
de los grupos como se describié previamente. Cuando un nivel
significante de unién de ARN en la presencia del mIL-23 se
observa, se clonan los grupos utilizando un kit de clonacién
TTOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para ambas selecciones mIL-23,
se clonan plantillas de grupo de ronda 7, y 16 clones
individuales para cada seleccidén se ensayan utilizando una
titulacién de 8 puntos mIl-23. 7 de los 32 clones
seleccionados tienen curvas de unién especifica y se listan
adelante en la tabla 16. La tabla 15 lista las secuencias
correspondientes. Todas las otras curvas de unién no
especificas desplegadas son similares al grupo no
seleccionado. Clones con alta afinidad para el mIL-23 se
seleccionan posteriormente para unién de proteina contra iL-

12 de ratén IL-23 humanos y IL-12 humano de la misma forma.

[00289] Las secuencias de Acido nucleicos de los aptameros
rRfY caracterizados en la tabla 15 se dan adelante. la
secuencla UGnica de cada aptamero comienza adelante en el

nucleétido 18, inmediatamente luego de 1la secuencia
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GGAGCGCACUCAGCCAC (SEQ ID NO 122), y corre hasta que esta
muestra la secuencia de acido nucleico fija 3’

UUUCGACCUCUCUGCUAGC (SEQ ID NO 123).

[00290] A menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales listadas adelante se representan en la
orientacién 5’ a 3'y representan las secuencias que unen al
IL-23 de ratén seleccionada bajo las condiciones rRfY SELEX™
en donde las purinas (A y G) son 2'-CH y las plirimidinas (C y
U) son 2'-fluoro. Cada una de las secuencias listadas en la
tabla 15 se pueden derivar con porciones de
polialquilenglicol (“PAG”) y pueden o no contener (por

ejemplo, a 3'-invertido dT).
[00291] Tabla 15: Secuencias de clon mIL-23 rRfY

SEQID NO 124 (ARC1628)
OQAGCUCACLICAONCCACABGUUGCUUAAVACUGUAAAGACGUOCOCGCAGAGOQAULIIUCAACCUCUCTOCTADC

SEQ ID NO 125 (ARC1629) .
UGUUUIUUUOGACCUCUCUOCTALC

IDNO 126 (ARC163
o%um&mammmmmmm

SEQ ID NO 127 (ARC1631)
GO, AUAUAUCGAALRIAUAGOCCUGGUUUOGACCUCUCURCUAGC

SEQID NO 128 (ARC1632)
BAMICGCACUCAGOCACCOA UAGHAACGUUCACUCTIGAOCAGGCGIULCAACCUCUCUGERIAIT

SEQID NO 129 (ARC1633)
GQ AUIUGAACGUOCOCAACAGCUUUCGACTUCUCUGCUAGT

SEQID NO 130(ARC1634)
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[00292] Tabla 16 Actividad de unién de clon mIL-23 rRfY
8EC ID |Nombre Seleccién|Kd mIL-|{Xd mIL-|Kd hIL-|Kd hIL-
NO de clon 23 (nM) |12 (nM) (23 (oM) |12 (nM)
124 ARC1628 |R7 mIL-23|2 6 52 16l
125 ARC1629 |R7 mIL-23|34 103 31 75
126 ARC1630 |R7 mIL-|14 18 65 239
238
127 ARC1631 |R7 mIL~-|33 72 39 69
23S
128 ARC1632 |R7 mIL-|13 16 91 186
235
129 ARC1633 |R7 mIL-|17 44 79 195
238
130 ARC1634 |R7 mIL-|3 29 39 63
23S

*30 min RT de incubacién para determinacién Kp

*1X PBS 0.1 mg/mL de amortiguador de reaccién BSA

EJEMPLO 1F:

Selecciones para aptameros IL-23 de ratén con

especificidad contra IL-12 de ratén

[00293]

identificar aptameros para
eapecificidad contra IL-12 de ratébmn (mIL-12).
se divide de 1la

seleccién anterior partiendo en la ronda 3.

Introduccién.

IL-23 de ratén

{mIL-232)

Se desarrolla una seleccidédn para

con

Esta seleccidn

selecciébn rREfY mIL-23S descrita en 1la

Esta seleccién

produce aptameros para el mIL-23 que tiene especificidad ~3-

5-veces sobre mIL-12.

Seleccién mIL-23S/mIL-12 rRfY.

Para

obtener aptameros IL-23 de ratén con especificidad contra IL-
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12 de ratén, el IL-12 de ratén se incluye dentro de una
seleccién negativa , similar a la proteina en seleccién
negativa (PN-IL-23) descrita anteriormente en el ejemplo 1A.
El ARN resultante de la ronda 2 de la selecciétn mIL-23S
descrita en el ejemplc IE anterior se utiliza para iniclar la
seleccién R3PN IL-23/12 NEG, en la que el mIL-12 se incluye
en una etapa negativa de seleccién. 9 rondas de selecciédn se
desarrollan, con ensayos de unién ejecutados en las rondas
seleccionadas. La tabla 17 resume 1las condiciones de
seleccién que incluyen concentracién de ARN de grupo,
concentracién de proteina, y concentracién tARN utilizada
para cada ronda. Los valcres de elusién (indice de valores
CPM de ARN unido a proteina versus total de ARN luego a
través de la columna de filtros) junto con ensayos de unién

se utilizan para monitorear el progreso de la seleccién.

Ronda | conc [Conc neg TARN Neg L Cieclo
# da |Protaina (ng/mL) |mIL12 |@lusién|PCR #
grupo | (nM) conc
ARN {nM)
(p)
1 0.25 |50 Ninguno 0 0 2.79 8
2 0.1 50 Flitro 0 0 4.14 8
3 ~1 500 Filtro/IL12|0.1 250 1.33 10
4 1 500 Filtro/IL12|0.1 500 1.68 8
) 1 250 Filtro/IL12]0.1 250 0.89 9
6 1 200 Filtro/IL12]0.1 200 1.47 8
7 1 150 Filtro/IL12}0.1 150 1.39 8
8 1 150 Filtro/IL12]0.1 150 3.73 8
9 1 150 Filtro/IL12}0.1 150 2.98 8
Seleccidédn de amortiguador: 1X PBS

*1hr incubacién positiva
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[00295] Analisis de unién de proteina rRfY mIL-23/S/mIL-12

NEG. Se ejecuta el ensayo de unién Dot blot previamente
escrito a través de la seleccidn para monitorear la afinidad
de unién de proteina del grupo. Se combina el ARN de traza®’p
etiquetada con mIL-23 o mIL-12 e incuban a temperatura
ambiente durante 30 min en 1X PBS + 0.lmg/mLBSA para un
volumen final de 30 ulL la reaccién se agrega a un aparato Dot
blot (Schleicher and Schuell Minifold-1l, dot blot, Acrilyc).
Se generan curvas de unién como se describié en las secciones
anteriores. Cuando un nivel significativo de unién de ARN en
la presencia de mIL-23 se observa, el grupo se clona
utilizando el kir de clonacién TOPO TA (invitrogen, Carlsbad,
CA) de acuerde con instrucciones del fabricante. Se clona la
plantilla del grupo de ronda 9, y 10 clones individuales de
la seleccidén se ensayan en titulacién dot blot de B puntos
contra mIL-23. Los clones que se unen significativamente al
mIL-23 se seleccionan luego para unir al mIL-12. La tabla 18
resume la caracterizacidn de unién de proteina de los clones
de unién. 4 de los 10 clones totales se seleccionan para
unién al mIL-12. La tabla 18 resume la caracterizacién de
unién de proteina de los clones de unidén. 4 de los 10 clones
totales se seleccionan para unién especificamente al mIL-23 y
mIL-12 en afinidades variantes. Todos los otros clones
exhiben curvas de unién no especificas similares al grupo no
seleccionado. Las secuencias para los 4 clones de unién se

alistan en la tabla 19 adelante,
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[00296] Tabla 18: Actividad de unién de clon rRfY mIl-

235/mIl-12 neg

S§EQ ID NO Nombre ds clon |Kp; mIL-23 (nM) |Kp mIL-12 (nM)
131 AMX369.F1 63 165
132 AMX369.H1 23 194
133 AMX369.B2 49 252
134 AMX369.G3 106 261

*30 min RT determinacién de incubacién por Kp

*IX PBS + 0.1 mg/mL BSA reaccién

[00297] Las secuencias de dacido nucleico de los aptameros
rRfY caracterizados en la tabla 19 se dan adelante. La unica
secuencia de cada aptamero comienza adelante en el nucleétido
18, inmediatamente luege de la secuencia GGAGCGCACUCAGCCAC
(ID de SEC No.: ID NO 122) y corre hasta que esta presenta la
secuencia de acido nucleico fija 3’ UUUCGACCUCUCUCUGCUAGC (ID

de SEC NO ID NO 123).

[00298] A menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales 1listadas adelante, se representan en la
orientacién 5' a 3’y representan las secuencias que se unen
al IL-23 de ratén selecclonado bajo condiciones rRfY SELX™ en
donde las purinas (A y G) son 2 -OH y las pirimidinas (U y
C) son 2’'-fluoro. Cada una de las secuenclas listadas en la

tabla 19 se puede derivar con porciones polialquilenglicol
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(“*PAG”) y pueden o0 no contener taponadores (por ejemplo, un

dT invertido 3'}.

[00299] Tabla 19 Informaciédn de secuencia rRfY mIL-23/mIL-

12 neg

SEQ ID NO 131 (AMX(369)_F1)

GOAGCGCACUCAGCCACOGUUUACULCCAUXIGCAAUAUUGACCUCN CUCUAGACAGGUUUCAACCUCUCUGCUAGT
SEQ ID'NOC 132 (AMX(369)_H1) (ARC 1914)

GOAGCICACUCABOCACCUGIGAAAALCUINUCOCUGAGUUCUAACAGCACAGAUTAIUUCEACCUCUCLIGCUADC

SBEQ ID'NO 133 (AMX(369)_B2)

GUAGCOCACUCNGOCACUUCEGAALAUOGUKIUCUTUCUGIGUEAGC AUGCTUUGAQRIIDCNACCUCUCIGCUAGC

SEQID NO 134 (AMX(369)_G3)

QGAGCGCACUCAOCCACUGHOGAA CAUCUCALGUCHCTGACLE CUCUUGCAGIAGAAUUURGACCUCUCUGCUAGC

EJEMPLO 2: COMPOSICION Y OPTIMIZACION DE SECUENCIAS Y

SECUENCIAS

EJEMPLO 2 A: Minimizacién

[00300] Luego de una seleccién exitosa y luego de la
determinacién de secuencias de aptameros, en adiclién a 1la
determinacién de funcionalidad in vitro, se minimizan las
secuencias para obtener una secuencia de oligonucledtido mas
corta que retiene la especificidad de unién a su objetivo
propuesto pero ha mejorado las caracteristicas de unién, tal

como Kp mejorado y/o ICsp.

Ejemplo 2A 1 minimizacién de clones rRfY
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(003011 Los clones parientes de unién de la seleccién rRfY
descrita en el ejemplo 1A cae en dos familias principales de
aptimeros referidos como tipo 1 y tipo 2. La figqura B8A y 8B
muestra ejemplos de las secuencias y predice configuraciones
de estructuras secundarias de tipo 1 y tipo 2. ©La figura 9*
y 9B muestra las secuencias de aptdmero minimizadas y predice

las configuraciones secundarias para los tipos 1 y 2.

{00302] Sobre la base de andlisis de unién IL-23 descrita
en el ejemplo 1 anterior y los datos de ensayo basados en
células descritos en el ejemplo 3 adelante, varios clones de
tipo 1 de la seleccién rRfY PN-I1l-23 que incluye AMX84-Al0
(SEQ ID NO 43), AMX84-Bl0 (SEQ ID NC 44), y AMX84-Fll (SEQ ID
NO 46) se escogen para caracterizacién adicional. Los
oligonucledétidos de construccién de ADN minimizados se
transcriben, se purifican con gel, y se prueban en ensayos

dot blot para unién al H~-IL-23.

[00303} Los clones minimizados AlC min5 (ID de SEC ID NO
139), Al10 min 6 (SEQ ID NO 140) se basan en AMX84-Al0 (SEQ ID
NO 43), los clones minimizados BlOmind (SEQ ID NO 144), vy
BlOmin5 (SEQ ID NO 145) se basan en AMX84-B10 (SEQ ID NO
44), y el clon minimizado Fl1 lmird (SEQ ID NO 147), se basan
en AMX84-Fll (SEQ ID NO 46). (Figura 9A). Los clones fueron
de extremo 5’ etiquetados con ATP gamma -32 P. y se ensayaron
en ensayos dot blot para determinacién Ky utilizando el mismo

método como para los clones parientes. Todos tuvieron unién
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de proteina significativa (resumida en la tabla 21), y cada
unc fue més potente gque los parientes respectivos de los
cuales ellos se derivan cuando se prueban en ensayos basados

en pruebas como se discute en el ejemplo 3 adelante.

[00304] Adicionalmente, las construcciones minimizadas de
ejemplo de los aptémeros tipo 1 y tipo 2 se hacen y se
ensayan basados en secuencias con censo del aptamero tipo 1 y
2. Tipo 1.4 (SEQ ID NO 151) , y tipo 1.5 (SEQ ID NO 152)son
dos ejemplos de tales construcciones minimizadas basadas en
la secuencia de familia tipol, que exhlben alta afinidad de
unién IL-23 y la actividad mas potente en el ensayo basado en
células descrito en el ejemplo 3, comparado con otros

minimeros del tipo 1 descritos anteriormente.

[00305] Las secuencias de minimeros rRfY resultantes se
listan en la tabla 20 adelante. La tabla 21 muestra los
datos de unién de minimero para los minimeros listados en 1la

tabla 20.

[00306] Para los apté&meros rRfY minimizados descritos en la
tabla 20 adelante, las purinas (A yG) son purinas 2';1H y las
pirimidinas (C y U) son pirimidinas -fluorc. A menos que se
indique otra cosa, las secuencias individuales se representan
en orientacién 5’ a 3’. Cada una de las secuencias listadas

en 1la tabla 20 se puede derivar con porciones de

5

NI
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alquilenglicol (“*PAG”) y pueden o no contener taponadores (por

ejemplo, un dt invertido 3’).

[00307] Tabla 20 - secuencias de aptadmero minimero PN -Il-

23 2'F (rRfY)

SEQIDNO 135 (Al0.minl)
GOAQAUCAUACACAAGAAGUUULIUGUGCUCUOATGUACUCAGCGUCCOUAAGGOATICUCS

SBQ IDNO 136 (A10.min2)
QAAGUCUGAGUACUCAGCOUOOGU UGCUCCGCTAGACUCT

SEQIDNO 137 (A10min3)
GOAGUUACUCAGOD

SEQ IDNO 138 (Al10.min4)
GAAGUCUGAGUACUCAGCGUCOOOAGAGOGOALIAUGEUOCGOCAGACUOC

SEQIDNO 139 (AI0.min5)
GOAGCAUACACAAG GOAAUADGCUCE

SEQ IDNO 140 (Al10.min6)
QGAQUACOOCOAAAGG

COCUCUBAGUACUCAGCOUCCGUAAGGOAUACUCC
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SEQIDNO 141 (B10.mini)
LIGACTUOGAAUAGAUALUGCUCC

SEQIDNO 142 (B10.min2)
GOAUCATACACAAGANTUG

ICUUCAUGCOGCAAACUOCAUGACGUDGAALAGATICC

SEQIDNO 143 (B10.min3)
GOAUCAUACACAAGAATUOCUUCACGAAAGUAACTIOOAATAGALICC

SEQIDNO 144 (B10.mind)
OOAGCAUACACAAGAAGUGCUUCAUGOG OCAAACUGCATIBACTUCBAAUAGAUAUGCLUCT

SEQID NO 145 (B10.MINS)
GOAGUACACAAGAATUOCUUCCIAAAGGACTUOGAAUAGAUACUCC

SEQID NO 146 (Fll.minl)
OTUUAAAUCTICAUCFUCCOCGUN A ISOO0AL

SEQIDNO 147 (F1l.nin2)
GGACAUACACAASAUGUACUUGAOUUAAAUCUCAUCOUCCOOTUULIGAGBAUALIGUC

SEQIDNO 148 (Type1l.1)

SEQIDNO 149 (Typel.2)
i res

SEQIDNO 150 (Typel.3)

OGALACDCO

SEQID NO 151 (Typel.4)

Qaau.

SEQIDNO 152 (Typel.5)

QUAQUADOCDO,

SEQIDNO 153 (Type 2.1)

GOAAUCAUACCOAGAGGLA

SEQIDNO 154 (DS.1)

SEQIDNO 155 (C11.1)
G

SEQ ID NO 156 (C11.2)
OGAGGORCCACGCUGAD AADCUCCROCUCC

SEQIDNO 157 (C10.1)
UUGADGUCAQUUALGCIUAOCCCOCC

SEQID NO 158 (C10.2)
GACAGUOOICA
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Tabla 21 - datos de unién de minimerc PN-IL-23 rRIY

SEQ ID Clone H-I1-2320 | #-IL-23100 | IL-23Kp
No. Description oM nM (M)
135 Al0mint 22 3.1
136 Al0min2 44 6.0
137 AlOmin3 0.8 1.6
138 A10mind 0.9 0.7
146 Fllminl 0.8 0.6
147 Flimin2 78 16.9 65
141 B10minl 7.5 339
142 Bl0min2 13 1.6
143 B10min3 0.6 0.8
139 AlOmin$ 12.8 40.9 578
140 A10miné 13.6 41.7 483
144 B10mind 354 1221 364
145 Bl0mimS 20.7 £9.2 276.9
148| IL-23Typel.l 14 0.9
149 IL-23 Typa 1.2 08 0.7
150 IL-23 Type 13 0.8 0.6
153 IL-23 Type 2.1 1.7 52
154 D9.1 1.2 39
155 Cll.1 1.0 s
156 Cl1.2 1.1 23
157 C10.1 14 44
158 Cl102 14 15
151 I-23 Type 1 4 23 11.7 1853
152 I.-23 Type 1.5 52 26.9 314

**Ensayos desarrollados +0.1lmg/mL tARN, 30 min incubacién RT

**R&D IL-23 (proteina libre de portador)

Ejemplo 2A.2: Minimizacién de seleccién 1 dRmY:
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[00309] Luego del proceso de seleccidn de dRmY: para uniédn de
aptdmeros a IL-23 (descrito en el ejemplo 1C anterior) y
determinacién de 1las secuenclas de oligonucleétido, las
secuencias se minimizan sistematicamente para obtener
secuencias de oligonucleétido m4s cortas gque retienen las
caracteristicas de unién, Sobre la base de el andlisis de
unién IL-23 descrita en el ejemplo 1 A anterior y los datos
de ensayo basados en célula descritos en el ejemplo 3
adelante el ARC 489 (SEQ ID NO 91) (74 mer) se escoge para
caracterizacién adicional. Tres construcciones minimizadas
basadas en clon ARC489 (SEQ ID NO 91) se diseflan y generan.
Los clones se etiquetan en el extremo 5’ con ATP y se ensayan
en ensayos dot blot para determinacién K-D utilizando el
mismo método que para los clones parientes en 1X PBS +0.1
mg/mL tARN, 0.1 mg/mL de ADN de esperma de salmén 0.1 mg/mL
DSA para una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente.
La tabla 22 muestras las secuencias de aptémeros de RMY
minimizados. La tabla 23 incluye los datos de unién para los
aptidmeros de rRmY minimizados. Solo un clon minimizado, a
ARC527 (SEQ ID NO 159), muestra la unién al IL-23. Este clon
se prueba en el ensayo de activacién STAT3 TransAM descrito
en el ejemplo 3 adelante. Y muestra una reduccidén en la
actividad del ensayo comparada con su pariente respectivo,

ARC489 (ID de SEC ID NO 91).

[00310] Para los aptémeros de rmy minimizados descritos en

la tabla 22 adelante, las purinas (A y G) son desoxipurinas y
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las pirimidinas (U y C). A menos que se indique otra cosa,
las secuencias individuales se representan en la orientacién
5’ a 3’. Cada una de las secuencias listadas en la tabla 22
se pueden derivar con porciones de alquilenglicol (“PAG”) y
pueden © no contener taponadores). Por ejemplo un dt

invertido 3').

[00311] Tabla 22. Secuencias de dRmY minimizado

SEQ ID NO 159 (ARC527) ACAGCGCCGGUGGGCGGGCAUUGGGUGGAUGCGCUGU
SEQ ID NO 160 (ARCS28) GCGCCGGUGGGCGGGCACCGGGUGGAUGCGCC

SEQ ID NO 161 (ARC529) ACAGCGCCGGUGUUUUCAUUGGGUGGAUGCGCUGU

(00312] Tabla 23: caracterizacién de unién de un minimero

de seleccién dRmY

SEQ IDO Nombre de clon Ky (nM)
SEQ ID 159 ARC 527 12.6
SEQ ID 160 ARC 528 NB
SEQ ID 1le6l ARC 529 NB

**R&D IL-23 (proteina libre de portador)

N.B.= no se detecta unién

Ejemplo 2A.3 minimizacién de la seleccién 2 de dRmY

[00313] Luego del proceso de selecciétn de dRmY para

aptdmeros que se unen al IL-23 (descrito en el ejemplo 1D
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anterior) Y determinacién de las secuencias de
oligonucleétido, las secuencias se minimizan sistemAticamente
para obtener secuencias de oligonucledtide més cortas gque

retienen las caracteristicas de unién.

[00314] Basado en el andlisis de secuencias e inspeccién
visual de las secuencias de aptamero de RmY pariente escritas
en el ejemplo 1D, se presume que la conformaciédn activa de
los clones de unién de RmY hIL-23 y sus construcciones
minimizadas se pliegan en una estructura G- cuarteto (figura
10). El analisis de las secuencias de unién funcionales
revelan un patrén de G dobles consistentes con una formacién
de G cuarteto (tabla 24). Las secuencias dentro de 1la
familia G cuarteto caen en dos subclases, aquellas con pares
base 3 en el primer tallo y aquellas con 2. Se ha reportado
que mucho de 1la misma forma en que se incrementa la
fluorescencia del bromuro de etidio luego de unién al AR
duplex y al ADN, que la fluorescencia N-metilmesoporfirin IX
(NMM) se incrementa luego de la unién a las estructuras G-
cuarteto (Arthanari et al, Nucleic Acids Research, 26{16):
3724 (1996); Marathais et al, Nucleic Acids Research, 28B(9):
1969 (2000); Joyce et al, Applied Spectroscopy, 58(7): 831
(2004)). Asi, como se muestra en la figura 11, se utiliza
fluorescencia NMM para confirmar que el ARC 979 (SEQ ID NO
177) de hecho adopta una estructura g- cuarteto. De acuerdo
con los protocolos de la literatura, reacciones de 100 litros

que contienen ~1 micro molar NMM y ~ 2 micro molar de
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aptAmero en PDS de Dulbecco que contiene magnesio y calcio se
analizan utilizando un Jlector de placa de fluorescencia
Gemini XS Spectra max. El espectro de emisién de
fluorescencia se recolecta de 550 a 750 NMM con excitacién de
longitud de honda de 405 nm. La estructura g- cuarteto del
aptdmero de ADN anti tombrina ARC183 Macaya et al, Proc.
Natl. Acad. Sci., 90: 3745 (1993)) se utiliza como un control
positivo en este experimento. El1 ARCl346 es un aptamerc de
una composicién de nucleébdbtido y tamafio similar como el arc979
(SEQ ID NO 177)gque no se predice por tener una estructura G-
cuarteto y se wutiliza como un control negativo en el
experimento. Como se puede ver en la figura 11, el ARC183 y
el Arc 979 (SEQ ID NO 177) muestra un incremento
significativo en fluorescencia NMM relacionada con NMM sola

mientras que el control negativo, ARC 1346 no.

[00315] Se sintetizan construcciones minimizadas sobre un
sintetizador de ADN ABIEXPEDITE luego se desprotrege por
métodos estandar, los clones minimizados se purifican con gel
sobre un gel PAG de 10%, y el ARN se eluye pasivamente en 300

mm de NaOAC y 20mM EDTA, seguido por precipitacién de etanol.

{00316] Los clones se etiquetan en el extremo 5’ ATP -32 P
y se ensayan en ensayos dot blot para determinacién de Kp
utilizando el ensayo de unién directo en el que el aptémero
se radloetiqueta y mantienen en una concentracién de traza

(<90 pm) mientras que la concentracién de IL-23 se varia, en
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1X PBS con 0.1 mg/mL BSA, para incubacién de 30 minutos a
temperatura ambiente. La fraccién de aptémero unida versus
[IL-23] se wutiliza para calcular el Kp, al ajustar la

siguiente ecuacién a los datos:

Unién de fraccién de aptamero= amplitud* ([aptémero]/(kd +

[aptédmero])) + unién de fondo.

[00318] Minimeros basados en cuarteto g son ligadores
funcionales, mientras los minimeros basados en un algoritmo
de pliegue que predice las argollas de tallo (estructura ARN;
dH Mathews, et al., Expanded Sequence Dependence of
Thermodynamic Parameters Improves Prediction of ARN Secondary
Structure”. Journal of Meclecular Biology, 288, 911-940,
(1999)) y que no contiene el patrétn de dobles G que no son

funcionales ARC97 SEQ ID NO 163)).

[00319] La tabla 25 adelante resume las secuencias
minimizadas y el clon pariente del cual ellos se derivan, y
la tabla 26 resume la caracterizacién de unién de ensayos de
unién directos (+/- tARN} y los ensayos de unién de

competicién para la construcciones minimizadas ensayadas.

[00320] Tabla 24: Alineaciétn de clones funcionales. ( solo

las regiones dentro del cuarteto se representan).

A
c)/\
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AxX(103)_C2 = axc 626 CAA-Q=TAN- -TTA-1GE
AMX(185)_B) » arc 627 gk CAA -G -TAA--TTG -GG
AMX(184)_HS% = axa §12 CAL-d-TAA~- ~TTG-KC
AME(184)_G9 = nro 611 G[- CAL -ddgan- - TTG-10G
AMX(1L84)_06 = ara G4S O CAR - GAT- ] = « TPD-13G
AME{185)_B2 = arc 628 [0GCAA-AOCAL--TTO-G

AME(1L04)_AY9 = axc $21 G0 0= =G TTA= - =« OO

AME(104)_C4 =~ mXc 644 Ok €0~ =B TAL= = =« CI G

AME(104)_F1D = arg S16 FCO==0uT=r==00-13C

AXX(184}_Bll = arc $14 3} C@= «@-T-A-~~CE-10C
AME (185} _A6 - axo 641 Uk CC--0ATEA - - ~ G100
AMX (184) _AS = arc 520 3G-C0GC-~-T¥- - ~gCa-1aa
AME(184)_H) » axrc 648 - CTC~-GA-Ak~ -JAD-K

ANE{183) 03 = axc &35 * QG =Ak=Ah= = GAG K0
AMX{184)_AM = ardg 642 3G} COC-ACTA - ~-0CH 166
ANE({125} Dl = are &32 OG- TO8 ~ = =2 » Q= =« C0U 106

[00321] Las SEQ ID NOS para los clones listados en la Tabla

24 se encuentran en la Tabla 12.

[00322] Para los aptdmeros dRmY minimizados descritos en
Tabla 25 adelante, las purinas (A y G) son desoxipurinas y
las pirimidinas (C y U) son pirimidinas 2’'-OMe. A menos que
se indique otra cosa, las secuencias individuales se
representan en la orientacién 5’ a 3, Cada una de las
secuencias listadas en la Tabla 25 se pueden derivar con
porciones de polialquilenglicol (“PAG”) y pueden o no

contener taponadores (por ejemplo, un dT invertido 3'}.

[00323] Tabla 25: Secuencias de minimero dRmY

o
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SEQ

D Clon

No | Parfente | Minimero Secuencia Minimizada

162 | ARC627 | ARCT92 GGCAAGUAAUUGGOGAGUGCAGGCGAGo
163 | ARC614 | ARCT93 CUACAAGGCGGUACGGGGAQUGUGG
164 | ARC6)4 | ARCT94 GGCAGUACGGGGAGUGUGGGUUGGGGCOGH
165 | ARC616 | ARC?9S CGAUAUAGGCGOUACGGOGAGAGUEGGCUGGGAGUCO
166 | ARCG26 | ARC796 UAAUUGGGGAGUACGGGOGGGAGGUCGAUCG
167 | ARC626 | ARC79? AGUGGGGAGUIGCGGACEGGAAEAUCGCT
168 | ARCS27| ARCSS9 ACAGGCAAGGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGAUGU
169 | ARC627{ ARCE90 CCAGOCAAGQUAAUUGOGGAGUGCGGACGAGARUGH
170 | ARC627 | ARCS91 GGCAAGQUAAUUGGGAAGUGUGOGOAAAG
171 | ARCE2? | ARCEI2 GACAAGGUAAUUGGGUAGUCGAGAGCGGGA
172 | ARCS27{ ARCE GGCAAGQUAAUUGGAGCAGUGOGGGCUGGO
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173 | ARC627| ARCB94 GGCAAGGUAAUUGGGAAGUGUGGGCUGGG
174 | ARCE27| ARCB9S GACAAQGUAAUUGGGUAGUGAGGGCUGOG
175 | ARC627| ARCE96 ACAGGCAAGGUAAUUGGGUAGUGAGGGCUGGGUGU
176 | ARCS27 GAUGUUGGCAAGUAAUUGGOGAGUGCGGGCOGGGUUCAUC-
ARC897 3T

177 | ARCS27 | ARCT® ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUUCGGGOGGGGURU
178 | ARCS27 | ARCORO CCAGGCAAGUAAUUGGGGAGUOCGGGCGGGAUGA
179 | ARCS21 | ARCOS1 GGCGGUUACGGGAGAUGCGGGUGGG
180 | ARC&21 | ARCSS2 GOCOGUUACGGOGGAUGCAGGUGGAACAGG
181 | ARCG27 | ARCI117 GGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGG
192 | ARC627 | ARC1118 ACAGACAAGUAAUUGGUGAGUGCGGGCAGUGU
183 | ARCS14 | ARC1119 GGCGGUACGGGGAGUGUAGGUUGGAGCC
184 | ARCS14 | ARC1120 GACOGUACGAGGAGUGUGAACUGGGGCC
185 | ARCS14 | ARC1121 GGUACGGGOAGUGUAGAUUGGA
186 | ARCS14 | ARCLIT2 GGUACGGGGAGUGUGGGCUGGA
187 | ARCS14 | ARC1133 GGCGGUACGGGAAGUGUGGGUUGGGCC
188 | ARCS14 | ARC1124 GGCGGUACGGGGRAGUGUBGACUGGGCC
189 | ARC614 | ARC1125 GGUACGGOGAGUGUGGGUUGG
190 | ARCS14 | ARC1126 GGUACGGGUAGUGUGGGCUGA
191 ARCS16 | ARCHLT? GGOGOUACGGGGGGAGUGGGCUGGAGUC
192 { ARCS16 | ARC1128 GGCOGUACGGGGGGAGUGGGCUGGGUC
193 | ARCS16 | ARC1129 GGCGGUACGGGGAGAGUGGGCUGGGGUC
194 | ARCS16 | ARCI130 GGUACGGGOGGAGUGGGCUGAG
195 | ARC616 | ARCI131 GQUACGGGGGGAGUGGGCIIGG
196 | ARC616 | ARC1132 GGUACGGGGAGAGUGGGCUGGA
197 | ARCS16 | ARC1170 GGCGOUACGGGGGAAGUAGGCUGGGE
198 | arcst4 | ARCITL GGCGGUACGGGGAGUGUGGGUUGGG

[00324] Tabla 26: caracterizacién de unién de proteina de minimeros dRmY

SEQ Ko KXo
ID |[Mintmero| (HRNA) | Kp(-fRNA) (compﬂlclén)r
NO ARCH M aM 1

162 ARC792 117 1




PCT/US2005/007666 %

WO 2005/086835 192
164 | ARCTHM L 14
165{ ARC795 40 4
166 | ARC796 106
1671 ARC?9? S0
168 ] ARCES9 115
169 ] ARCES0 114
170 | ARCS9] 177
171} ARCES2 255
172 | ARCR93 2857
1731 ARCEO4 sin unién
174 | ARC895 sin unién
1751 ARCBR9 ¢in union
176 | ARC897 93
177| ARC979 93 9
178} ARCYS0 139
179 | ARCYSI sin unién
180 | ARC982 sin bnién
181 <glon

ARC1117 parients
182 <clon
ARC1118 parlerte
183 <clon
ARC1119 pariants
184 <clon
ARC1120 parfente
185 <clon
ARC112] parients
186 <clon
ARC1122 pariente
187 <clon
ARC1123 parierte
188 <dlon
ARC1124 parients
189 <clon: |
ARC1125 pariente
190 | ARC1126 <clon
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G

pariente
1 91 <clon
ARC1127 pariente
192 <clon
ARC1128 pariente
193 <clon
ARC1129 pariente
194 <gion
ARC1130 pariente

195 <clon i
ARC1131 pariente
196 <clon
AR(_!! 132 pariente
197 | ARC1170 Sin unién
198 | ARC1171 | Sin unidn

[(00325] Los datos de unién competitivos se re-analizan en
un experimento de unién de saturacién en donde 1la
concentracién del 1ligando (aptémero) se varia y la
concentracién del receptor (Ip—23) se mantiene constante y el
[aptdmero unido] se grafica versus el [el aptamero total de

entrada] ARC979 (SEQ ID 177) se uytiliza en este ensayo.

[00326] El [ARC979] unido saturado en ~1.7 nM (fiqura 12),
que sugiere que la concentracién del IL-23 que es competente
para unir el aptdmero es 1 nM, o 2% (1/50/ de la eptrada IL-

23. El valor Kp es de 8 nM, que estd bien de acuerdo con el
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valor obtenido al ajustar los datos representado en el modo

de competicién (8.7 nM).

[00327] Cuando los datos de unién de competicién IL-23 se
someten al mismo analisis (figura 13), la fraccién 1IL-12
activa fue mayor (10%), y la especificidad del ARC979 para
IL-23 vs. IL-12 (33-pliegues) fue mayor que el que se predijo

por la medicién de unidén directa (2-5 pliegues).

[00328] posteriormente, el ensayo de unién directo se
repite para el ARC979 utilizando las condiciones de reaccién
de unién directas descritas previamente {(1X PBS con 0.1 mg/mL
BSA para incubacién de 30 minutos a temperatura ambilente) y
utilizar diferentes condiciones de reaccién de unién (1X PBS
Dulbecco (con Mg** y Ca*) con 0.1 mg/mL BSA durante 30
minutos a temperatura amblente). En ambos, se purifican los
aptédmeros sintetizados quimica y nuevamente utilizando
electroféresis de gel de poliacrilamida desnaturalizado,
etiquetado en el extremo 5’ con ATP y-'?P y se ensayan para
unién directa al IL-23 humano completo. Se utiliza titilacién
de proteina de B8 puntos en el ensayo de unién dot blot ({100
nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 0 pM} o {10 nM,
3 nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 30 pM, 10 pM, 0 pM}). Se calculan
los valores Kp al ajustar la ecuacidén y= (max/
(l+K/proteina)) +yint utilizando KaleidaGraph (KaleidaGraph
v. 3.51, Synergy Software). Las condiciones de amortiguador

parecen afectar en lago la afinidad de unién. Bajo la
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condicién 1X PBS, el valor Kp para el ARCH979 se calcula que es
~10 nM, mientras que bajo la condicién PBS de Dulbecco 1X, el
valor Kp para el ARCY979 se calcula que es de ~1 nM. (Ver
figura 14). Estos valores Kp se verifican en ensayos
posteriores (datos no mostrados), y son consistentes con el
valor ICso de ~ 6 nM que produce ARC979 en el ensayo PHA Blast

descrito adelante en el ejemplo 3D.

Ejemplo 2A.4: minimizaciédn de IL-23 rRfY

[00329] basado en inspecciones visuales de las secuencias de
clon parientes de los aptémeros IL-23 rRIY descritos en el
ejemplo 1lE, y las esatructuras de ARN predichas utilizando un
programa de pliegue ARN (estructura ARN), se disefian
construcciones minimizadas para cada uno de los 7 clones de
unién mIL-23. Plantillas de PCR para los olivos de
construccidén minimizados se ordenan de tecnologias de ADN
integradas (Coraville, IA). Las construcciones se amplifican
con PCR, se transcribe, se purifica con gel, y se prueban
para unir al mIL-23 utilizando en el ensayo de unidén de dot
blot previamente descrito. De combina la traza de ARN 2 p
etiquetada con mIL-23 e incubada a temperatura ambiente
durante 30 min en 1X PBS m&s 0.1 mg/mL BSA para un volumen
final de 30 uL. La reaccién se agrega a un aparato dot blot
(Schleicher and Schuell Minifold-l1 Dot Blot, Acrylic). Se
generan curvas de unién como se describe en secciones

anteriores. La tabla 32 lista las secuencias de

ot
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construcciones minimizadas de unién del mIL-23. La tabla 33
resume la caracterizacién de proteinas de unidn para cada
construcciédn minimizada rRfY que tiene unién significativa al

mIL-23.

[00330] a menos que se indique otra cosa, las secuencias
individuales listadas adelante se representa en la
orientacién 5’ a 3’ y representan las secuencias que unen al
IL-23 de ratén seleccionado bajo condiciones rRfY SELEX™ en
donde las purinas (A y G) son 2’-OH y las pirimidinas (U y C)
son 2’-fluoro. Cada una de las secuencias listadas en la
tabla 32 se puede derivar con porciones de polialquileno
glicol (“PAG”) y pueden © no contener taponadores (por

ejemplo, un dT invertido 3’).

[00331] la tabla 32 minimiza las secuencias de clon rRfY de

ratdn

SEQ ID NO 199 (ARC 1739)
GAGCACUCAGCCACAGTUOOCUUAAVACUGUAAAQACTUGCCE

SEQ ID NO 200 (ARC 1918)
OQAGCOCACUCAGOCACCGODUIAAUAUCCAATACGAACOUUCOCUCY
SEQ ID NO 201
GOGCACUCAGCCACAGCUCOOUGHCUUAADAUCUAUGUIAACGUOOCT
SEQ ID NO 202 '
GOGCACUCAGOCACCUUOGOCUUAAVACCUATICOMALILIOCOS

[00332] tabla 33: resumen de clon Kp mIL-23 rRfY
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Clon Nombre de clon| Clon pariente | Kp Mil-23 (nM)
minimizado SEQ pariente SEQ ID NO

ID NO

199 ARC1628 124 1

200 ARC1632 128 1l

201 ARC1633 129 25

202 ARC1634 130 19

* 30 min de incubacién RT para determinacién de Kp

* 1X PBS +0.1lmg/mL de amortiguador de reaccién BSA

EJEMPLO 2B: optimizacién a través de quimica medicinal

{00333] la quimica medicinal del aptémero es una técnica de
mejoramiento en el que conjuntos de aptémeros variantes se
sintetizan quimicamente. Estos conjuntos de variantes
difieren tipicamente del aptamero pariente por la
introduccién de un sustituyente Gnico, y difieren el uno del
otro por la ubicacién de este sustituyente. Estas variantes
se comparan entonces la una con la otra y con el pariente.
Las mejoras en las caracteristicas pueden ser suficientemente
profundas de tal forma que la inclusién de un sustituyente
Gnico puede ser todo lo necesario para alcanzar un criterio

terapéutico particular.

f00334] Alternativamente la informacién recolectada del
conjunto de variantes sencillas se puede utilizar parea
diseflar conjuntos adicionales de variantes en el que mas de

un sustituyente se introduce simultédneamente. En una
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estrategia de diseflo, se clasifican todas las variantes de
sustituyentes (nicas, las 4 mds latas ase escogen y todas las
combinaciones posibles (6), triple (4) y cuadruple (1) de
estos 4 variantes sustituyentes inicas se sintetizan y se
ensayan. En una estrategia de diseflo secundaria, se considera
la mejor variante de sustituyente UGnica para ser el nuevo
pariente y todas las variantes de sustituyentes dobles
posibles que incluyen esta variante de sustituyente
clasificada mas alta que se sintetiza y ensaya. Se pueden
utilizar otras estrategias, y estas estrategias se pueden
aplicar repetidamente de tal forma que el nOmero de
sustituyentes se incrementa gradualmente mientras se continiia

para identificar variantes adicionales mejoradas.

[00335] la quimica medicinal de aptdmero es mis valioso como
un método para exploracidén local a diferencia de la global,
introduccién de sustituyentes. En razén a que los aptameros
se descubren dentro de las librerias gque se generan por
transcripcién, cualquier sustituyente que se introduce
durante el proceso SELEX™ se debe introducir globalmente. Por
ejemplo si se desea introducir enlaces de fosforoticato entre
nucle6tidos ellos solo se pueden introducir en cada A (o cada
G, C, T, U etc.){Sustituida globalmente). Los aptameros gue
requieren fosforotioatos el alguno A (o algunos G, C, T, U
etc.) (Sustituida globalmente) pero no pueden tolerarla en
otros A no pueden ser facilmente descubiertos por este

proceso.
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{00336] las clases de sustituyentes que se pueden utilizar
por el proceso de guimica medicinal de aptamero sclo se
limitan por la capacidad de generarlas como reactivos
sintegsis de fase sélida e introducirlas en un esquema de
sintesis de oligémero. El proceso ciertamente no se limita a
solo nucleétidos. Los esquemas de quimica medicinal de
aptdmeros pueden incluir sustituyentes que introducen
esééricos en masa, hidrofobicidad, hidrofilicidad,
lipofilicidad, lopifobicidad, carga positiva, carga negativa,
carga neutral, sulteriones, polarizabilidad, resistencia de
la nucleasa, rigidez conformacional, flexibilidad
conformacional, caracteristicas de unién de proteina, masa,
ete. Esquemas de quimica medicinal de aptémeros pueden
incluir modificacién base, modificaciones de azGcar, o

modificacién de fosfodiéster.

[00337] Cuando se considera las clases de sustituyentes que
probablemente son benéficos dentro del contexto de un
aptdmero  terapéutico, puede ser deseable introducir
sustituciones que caen dentro de una o mas de las siguientes

categorias:

{1) Los sustituyentes ya presentes en el cuerpo, (por
ejemplo 2'-desoxi, 2’-ribo, 2’0O-metilo purinas o

pirimidinas o 5-metilo citosina.



WO 2005/086835 200 PCT/US2005/007666 %

(2) Sustituyentes ya parte de un terapéutico aprobado,
por ejemplo, oligonucledtidos ligados con

fosforotioato

(3) Sustituyentes gque hidrolizan o degradan a una de

las dos anteriores categorias, por ejemplo,

oligonucleétidos ligades con metil fosfonato.

Ejemplo 2B.l: optimizacién de ARC979 por sustitucién de

fosfosrotioato

[00338] E1 ARC979 (SEQ ID NO 177) es un aptémero de
nucleétido 34 para el IL-23 de composicién dRmY. 21 derivados
de fosforoticato de ARCH979 se disefian y sintetizan en el que
las sustitucliones de fosforotioato sencillas se hacen en cada
enlace de fosfato (ARC 1149 a ARC 1169) (SEQ ID NO 203 a SEQ
ID NO 223) (ver Tabla 27). Estas moléculas se purifican con
gel y se ensayan para unién de IL-23 utilizando el ensayo dot
blot seglin se describié anteriormente y segin se compara el
uno con el otro y con la molécula pariente, ARC979. En la
titilacién IL-23 de 8 puntos (0 nM a 300 nM, diluciones
seriales de 3 pliegues) se utiliza en el ensayo de unién. El

Kpes calculado se resume en la tabla 28.

[00339] la inclusién de enlaces de fosforotioato en ARC979

fue bien toleradc segin se compara con el ARC979. Muchas de

e
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estas construcciones tienen una porcién incrementada de unién
al IL-23 y adicionalmente tienen valor Ko mejorados (es decir
inferiores) (figura 15). Un incremento similar en la afinidad
gse ve en ensayos de competicién (figura 16), que soportan
adicionalmente que los derivados de fosforotioato de ARC979

compitan para el IL-23 en una afinidad mayor que el ARC979.

[00340] a menos que se indique otra cosa, cada una de las
secuencias listadas en la tabla 27 adelante estédn en la
direccién 5’-3’, se pueden derivar con porciones de
pelialquilenglicol (“PAG”) y pueden o no contener taponadores

(por ejemplo, un dT invertido 3’)

[00341] Tabla 27: secuencias de derivados de fosforotioato

ARCH79: sustituciones de fosforotiocato sencillas

SEQ Ligador de

ID fosforotio

NO ARC# ato entre Secuencias
bases
(x,y)

q)\.
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203 | ARC1149 R ) ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGGUGY
204 | ARC1150 2 3 ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCAGGCGGRGUGU
205 | ARC1151 . ’ ACAGGCAAGUAAUUGGBAGGAGUGCGGGCAGGAUGU
206 | ARC1152 ? . ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUACGGGCGGGGUGU
207 | ARC1153 s ’ ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGACOGGGUGU
208 | ARC1154 ’ » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCOGGGUGY
209 | ARC1155 " 1 ACAGOCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGOCGGGAUGU
210 | ARC1156 n B ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCOGACAGGAUGU
211 | ARC1157 n n ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGAUGU
212 | ARC1158 u " ACAGGCAAGUAAUUGGACAGUGCGGECAGGGUGU
213 | ARC1159 " " ACAGGCAAGUAAUUGGOGAGUGCGGACGOGGUGU
214 | ARC1160 » » ACAGGCAAGUAAUTUGGOGAGUGCGGGCGGGRUGU
215 | ARC1161 » a ACAGGCAAGUAAUUGGGOAGUGCAGACGGGGUGU
216 | ARC1162 » u ACAGGCAAQUAAUUGGGGAGUGCGGACAGGGUGU
217 | ARC1163 u - ACAGGCAAGUAAUUGOGGAGUGCAGGCGGAGUGU
218 | ARC1164 - » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGGUGU
219 | ARC1165 - 2 ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGGGGUGU
220 | ARC1166 p n ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGCGAGEUGY
221 | ARC1167 s » ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGOGGGCGGGGUGU
2 | ARC1168 = - ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGOGGOGGECUGU
223 | ARC1169 » - ACAGGCAAGUAAUUGGGGAGUGCGGGOGGGGUGU

[00342] Tabla 28: Kp para derivados

de fosforotioato ARC979

SEQ Kp Ko Kp

ID NO ARC# (+tARN)n | (+tARN)n | {competici
M M 4n)nM
=t e

203 | ARC1149 |O

204 | ARC1150 |no

205 | ARC1151 142

206 | ARC1152 232

207 | ARC1153 174

208 | ARC1154 412

209 { ARC1155 168

210 | ARC1156 369

211 | ARC1157 69

212 ] ARC1158 192

N
®
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213 | ARC1159 7
214 | ARC1160 33 5
215 | ARC1161 55 6
216 | ARC1162 47 ]
217 | ARC1163 49 8
218 | ARC1164 79
219 | ARC1165 55
220 | ARC1166 132
21 | ARC1167 107
222 | ARC1168 82
223 | ARC1169 74
Ejemplo 2B.2: optimizacién: sustituciones 2’ -QMe,

foaforotioato e inosina

[00343] se hacen modificaciones sistemdticas para el ARC979
(SEQ ID NC 177) para incrementar la estabilidad general y la
resistencia del plasma nucleasa. La variante mis estable y
potente del ARCY979 se identifica a través de una aproximacién
sintética sistemdtica que involucra 4 fases de sintesis de
aptadmero, purificacién y ensayo para actividad de unién. La
primera etapa del proceso es la sintesis y ensayo para
actividad de unién del ARC1386 (SEQ ID NO 224) (ARC979 con un
dT invertido 3’). Una ves se muestra el ARC1386 (SEQ ID NO
224) que se une al IL-23 con afinidad similar a aquella de la
molécula pariente ARC979 (SEQ ID NO 177}, todos los derivados
posteriores del ARC979 se sintetizan con un dT invertido 3’

estabilizante.

4
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[00344] el ensayo de unién de dot blot previamente descrito
se utiliza para caracterizar la potencia relativa de 1la
mayoria de aptaimeros sintetizados. Para la determinacién Kp,
los aptdmeros quimicamente sintetizados se purifican
utilizando electroforesis de gel de poliacrilamida
desnaturalizado, marcado en el extremo 5° con ATP y-*P y se
ensaya para unién directa al IL-23 humano completo. Se
utiliza titulacién de proteina de 8 puntos en el ensayo de
unién dot blot ({100 nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM,
100 pM, 0 pM} o {10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 30 pM, 10
pM, 0 pM}) en PBS Dulbecco {con Mg "'y Ca **) con 0.1 mg/ mL
BSA. Se calculan los valores Kp al ajustar la ecuacién Y=
(max/ {(1+K/proteina}) +yint utilizando KaleidaGraph
(KaleidaGraph v. 3.51, S&nergy Software). Las secuencias de
los derivados ARC979 sintetizados, purificados y ensayados
para unir al IL-23 asi como también los resultados de la
caracterizacién de unién de proteina se tabulan adelante en
las tablas 29 y 30. Como se puede ver en la tabla 30, y como
se describe previamente en el ejemplo 2A.3 anterior, ARC1386
(SEQ ID NO 224) (que es ARC979 (SEQ ID NO 177) con un dT

invertido 3’) tiene un KD de 1 nM bajo esas condiciones.

[00345] En la fase 1 del proceso de optimizacién,
comprendido ARC 1427-ARC 1471 (SEQ ID NOs 225-269), cada
residuo de purina individual en ARC 1386 (SEQ ID NO 224) se
reemplaza por el correspondiente 2'0O-metilo que contiene

residue. Adicionalmente en la fase 1, una sSerie de
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sustituciones de fosforotioato compuesto e individual se
ensayan basadas en resultados generados previamente se han
sugerido que en la adicién para conferir estabilidad nucleasa
y las sustituciones de fosforotioato mejoran la afinidad de
unién de los derivados del ARC979. Finalmente al final de la
fase 1, una serie de aptameros se ensayan que exploran el rol
adicional del tallo 1 en el contexto funcional de ARC 979/ARC
1386. Como se ve de los datos de unién en la tabla 30, mucha
posiciones ya toleran la sustitucién de un residuo desoxi
para un residuo 2’-0 metilo. En adiciébn de curalquier
fosforotiocato particular no parece conferir una mejora
significativa en la afinidad de los aptameros. De forma
interesante, como se puede ver por la comparacién del ARC
1465-1471 (SEQ ID NOs 263-269), el tallo 1 es importante para
el mantenimiento de la unién de alta afinidad, sin embargo su
papel parece ser una grapa estructural en razdén a la
introduccién de los espaciadores PEG entre en el niicleo del
aptamero y las dos hebras que compuesto que comprenden el
tallo 1 que no aparece impactar significativamente las

propiedades de unién de los aptameros.

[C0346] Basado en los resultados (SAR) de relacién de
actividad de estructura de 1la fase 1 del proceso de
optimizacién, se disefla una segunda serie de aptameros,
sintetizados, purificados y ensayados por unirse IL-23. En la
fase de optimizacién 2 comprendia de ARC 1539-ARC 1545 (SEQ

ID NOs 270-276), los datos de la fase 1 se utilizan para
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generar mas moléculas de compuesto altamente modificadas
utilizando exclusivamente sustituciones 2’-0 metilo. Para
estos y todas las moléculas posteriores, la meta fue
identificar moléculas que retienen una afinidad (Kp) de ~ 2
nM o mejor asi como también una alcance de unién en 100 nM (o
10 nM en las fases 3 y 4) IL-23 de al menos 50%. El meijor de
estos en términos de afinidad de un simple fue el ARC 1544

(SEQ ID NO 275).

[00347]) En la fase 3 de optimizacién comprendia -el ARC 1591-
ARC 1626 (SEQ ID NOs 277-312), 1la estabilidad de 1la
estructura G-cuarteto del ARC 979 (SEQ ID NO 177) se prueba
al ensayar para el reemplazo sistemAtico durante unién IL-23
de (desoxi guanosina) dG don desoxi inosina (dI). En razén a
que la desoxi inosina 1le falta la amina exociclica
encontradas en la desoxi guanosina, una amina sencilla para
unién con el hidrogeno N7 se remueve de un G-cuarteto
potencial para cada sustitucién dG a dI. Como se ve de los
datos solo la sustitucién significativa conduce a reduccién
sustancial en afinidad para el IL-23 lo que sugiere que la
estructura del aptamero es robusta. Adicicnalmente, 1la
adicidén de fosforotiocato que contiene residuos en el contexto
ARC 1544 (SEQ ID NO 275) se evalla (comprendiendo ARC 1620 a
ARC 1626 (SEQ ID NOs 306-312). Como se puede ver en la tabla
30 las afinidades del ARC 1620-1626 (SEQ ID NOs 306-312)
estdn de hecho mejoradas con relacién a la ARC 979 (SEQ ID NO

177). La figqura 17 describe las curvas de unién para los

oA
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derivados ARC979 selectos (ARC 1624 y ARC 1625) de la fase 3
de optimizacién, mostrando las afinidades de unién mejoradas
en forma destacada conferidas por la inclusién de residues
que contienen fosforoticato selecto, comparado con 1la

molécula pariente ARC979.

[00348] La fase 4 de optimizacién, comprendida de ARC 1755-
1756 (SEQ ID NOs 313-314), involucra sclo dos secuencias en
un intento por introducir mds desoxi a las sustituciones 2'-0
metilo y retenerla la actividad. Comoc se puede ver con el ARC

1755 y 1756, esos experimentos son exitosos.

[00349] a menos de que se indique otra cosa, cada una de las
secuencias listadas en la tabla 29 est4d en la direccién 5’ a
3’ y se puede derivar con porciones de polialquilenglicol

("PAG") .

[00350] tabla 29: informacién de secuencia de optimizacién de

ARC 979 fase 1-4

sl
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SEQ Secuencia {(5'->3'), (3T = inv dT),
(T=dT), (s=fosforotioato), (mN = 2’'-
ID NO | ARC# | Descripcién| O Metilo que contiene residuo) (dI =
desoxi inosina que contiene residuo
ARC13]ARC 979 con | JAmCIAIGIGMCIAJAIGMUIAIAMUMUIGAGIGIG
g§[3’ —inv dT dAIGMUdGmCIGdGAGmCIGAGAGd G UdGmU-3T
225 | ARCI4JARC 979 opt [ MAMCIAJGAGMCIAJAIGMUAAGAMUMUAGAGAGd
27|fase 1 GAAIGMUGMCIGEGAGMCIGIGIGIGMUdGmU-3T
226 | ARCl4binc 979 opr | HAMCMAGGIGMCIAJAIGMUAAdANTUMUGAGIGA
28 GAAIOMUAGmCIGEGAGMCAGIGIOIGmUIGmU-3T
227 | ARCI4IPRC 979 0Pt [ 4 AmCIAMGIGMOIAIAAGMUIAIAMUmUIGEGIGd
9ftase 1 GdAOmMUIGmMCIGIGIOMCIGIGIGIOmMUIGmU-3T
228 | ARC14 opt | dAmCAAICMGMCAAJAIGmMUIAIAMUmUAGAGAG
joltase 1 GAAAGMUIGmMCAGIGIGMCIGIGIGIGUIGMU-3T
229 | ARC14]aRC 979 opt | GAmCIAIGAGMCMAIAIGMUIAJAMUmUAGIGIGd
3lfase 1 GdAIGMUIGmCIGEGdGmCIGdGAGIOmUIGmU-3T
230 Ancukm 19 AAMCIAIGIGMCIAMAIGMUAAIAMUmUIGIGIGd
sfic ®1° °PF | GAAOmUAGmCS04GI0mCIGIGIOIGmUAGHT-3T

N
oA
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31 [ ARCI4| ARCYT9opt{ dAmMCAAIGIGMCIAIAMCmMUIAAMUmUIGIGdGd
13 fane 1 | GdAMGMUIGMCAGAGdOMCAGIGIGIGMUAGmU-3T
232 | ARCI4| ARCYPopt]! dAMCHALGIGMCAAJAAGHMUMASAMUmUdGAGAGd
34 fase 1| OGAJGMUEGMCAGIGIGMCIGIGIGIGMUIGmMU-3T
23| ARCI4| AROIMopt| dAMCIAAGIGMCIAIASGMIMAMAMUmUdAdOdGdE
35 fase 1 | G4AdGMUIGMCEGIGICmCIGIGAGIGmUAGmMU-3T
4] ARC14| ARCS790pt| dAMCAAAGAGMCIAJAGMUIAIAMUmUmGdGdGd
36 fase 1 | GAAGWIAGMCAGIGIGMCIGIGIGICmUAGmMU-IT
235| ARC14| ARCYPopt| dAMCAAIGIGMCIAJAIGUIAIAMUmUdOmGdad
37 fase 1| GdASGMUIOICIGIGIGMCIGIGIAIAmUdGMU-3T
236| ARCl4| ARCO9opt| AAMCIAIGIGMCIAJAIGMUAAIAMUmUdGAGmMGd
38 fase 1| GHAIGEUIGMCIGIGIGMCIGIGIGACMUIGMU-3T
237| ARCI4[| ARCOMopt| JAMCIAIGIGMCIALAIGMUIACAMUmUdGdGIGm
39 fose 1| G4ASOMUAGMCAGIGIGMCAGIGAAIAMUAGmU-3T
238| ARCI14| ARC?9 opt | dAmMCAAIGIGMCIAIAIGMUIASAMUMUIGIGIGIG
40 tose 1| MAIGDUIGmCIGIGIGmCAGIGIGdCMUdOmI3T
239| ARCI4| ARCIP opt| dAMCAAIGIGmCIAIAICmUIAIAMUmUdGdGACdG
41 foee 1| IAMGMUIGMCIGIGIGMCIGIGIGICUAGMU-3T
240 | ARCI4| ARC979opt | dAAMCAASGAGMCIAIAIGMUAAIAMUmUAGIGIGAG
2 fase 1| 9AIGEUMGMCIAIGIGMCAGAGIGAGMUGmU-3T
241 ARCI4| ARCIMopt| dAMCIAIGIGMCIAJAICMUIAIAMUMUIGEGIGIG
43 s 1 dAMGMUIGMCmGdGAGmCIGIGIGdGmUAGmU-3T
242 | ARC14| ARCO79 opt| dAMCAAIGAGMCIAZASGMUIAIAMUmUSGEGAGIG
44 fase 1| 4AGOMUIGMOIGMGIGMCIGIGIGIGMUIGmU-3T
243 | ARCI4| ARCS79opt | JAMCIAIGIGMCIAIAMGMUIAIAMUMUIGIGIGAG
45 fase 1 AAIGmMUIGmCIGI0mGmCIGIGIGAGmUIGIMmU-3T
244 ARC14| ARC979 opt | dAAMCAAIGAGMCIAJAIGmMUIAAAMUMUAGIGIGIG
46 fasn 1| JASGMUIGMCIGAGAGCmMGAGIGIAmUdGmU-3T
245 ARC14| ARCY79 opt | dAMCAASGIGmCAAJAAGMUIAIAMUMUEGIGIGIG
47 tasa1| 9AMGMUIGMCIGIGIGCIGMGIGIIMUIGmMU-3T
246 | ARCI4| ARCOT9opt| dAMCAAIGIGMCAAJAIGmMUAAdAMUmUdGI0dGIG
4? fass 1| dAIGmUIGMCIGIGEGMTCIGICMGICMUICMU-IT
247| ARC14| ARCY79 opt | dAMCAAAGAGMCAAAGGmUIAJAMUMUIGAGIGIG
T fase 1 | JAIGMUICMCAGAIGIGMCIGIGAGmMGmUIGmU-3T
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248 | ARC14| ARCI79 opt | dAMCAAIGIGMTIAJAIGMUIAIAMUMUIGIGIGIG
50 fme 1| 9AIGMUIGMCIGIGIGMCIGIGIGIGMUMGMU-3T

249 | ARC14| ARCSMopt | mAMCMAIGIGMCIAIAIGMUIAIAMUmMmUAGAGAG
51 fese 1 | GdAIGMUEGRCIGIGIGMCAGIGIGIGmUmGmU-3T

250 | ARC14| ARC979 opt | dAMCAAIGEGMCMAMAIGMUIAIAMUmUMGIAEGE
52 fase 1| GAAIGMUEGMCAGIGIGMCIGIGIGAGMUIGmU-T

251 | ARC14| ARCITO opt dAmCdA-s-
53 {ese 1 | SG4GMCAAJAGIMUAAIAMUMUAGAGIGIGAAIGY
dGmMCAGIGIGMCIGEGIGIGMUIGmU-3T
252 | ARC14]  ARCO79 opt dAmCdAdGs- |
54 fase 1 | 40MCAAJAIGMUCAIAMUMUIGAGAGAIGIA dGmMUIG
MCAGAGIGMCIGIGIGIAMUIGmMU-3T

253 | ARC14| ARCOTOopt dAmCAAIGAG-s-
55 fose 1 | MCAAJAIGMUJAIAMUMUIGAIGIGIGIAIGmUIGm
CAGIGIGMCIGIGAGIGMUAGMU-3T

254| ARCI4| ARCYT9opt AAMCIAIGIOMCIAIAIGmMUIAGAMUMUGG-g-
56 fase 1 | 804GACGIAIGMUIGMCAGIGAGMCIGAGAGAGMUIG

mU-3T

25s| ARC14| ARCO9opt| dAMCIAIGAGMCAAJAAGMUIAJAMUMUAGAG-5-
57 tose 1 | S00GHAIGMUGGMCAGIGAGMCIGIGIGIGmUIGmU

3T

256 | ARC14| ARCOMopt| dAmCAAIGIGMCAAIAIGMUIAIAMUMUAGIGAG-e-
58 {ase 1 | 9GGAGOMUAGMCIGIGIGMCAGIGIGIGMUAGMU-3T

257] ARC14| ARCY9.opt [ dARMCIAIGIGMCIAdAAGMUIAJAMUmUIGIGIG0
59 fese 1 | dAAGmMUIGMC-#-4GdGIGMCIGIGIGIGRUAGMU-3T

258 | ARC14|  ARC979 opt | dAMCAAIOIGMCEAdAIGIMUIAIAMUmUIGAIGIGIG
60 fase 1 | dAIGMUIGMCAG-s-dGdOMCIGIGIGIGMUAGMU-3T

259 | ARC14| ARCH79 opt | dAMCAAIGIGMCIAIAIGHUEAIAMUMUAGIGIGIG
61 fose 1 | AGGMUIGMCAGAG-s-dGMCIGIGIGIGMUIGMU-3T

260 | ARC14] ARCY79 opt | dAMCAALGIGMCIAIAIGMUIAIAMUMULGIGAGIG
62 fase 1 | AAIGMUIOMCIGIGIGMCIGIG-8-dGIGMUIGMU-3T

261 | ARCI14]| ARC979 opt | dAMCAAIGIGMCIAJAAGMUIAIAMUmtIAGIGAGIR
63 fase 1 | 4AMCMUIGMCAGIGIGmCAGAGIG-s-¢GmUdGmU-3T

262 | ARCI4| ARCY79 opt | dAMCAAAGIGMCIAJASGMUAIAMUMUAGEGAGG |
64 fase1 | dAIGMUMGMCAGIGIGMCIGAGIGIG-8-mUdGmU-3T

263| ARCI4| ARCITopt dAMCAAIGIGMCAAIAIGmUIA-s-
65 fase 1 JAmUmUJGEGIGAGAA-5-0G-9-mU-3-dG-s-

4’
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mCAGAGIG---mCdGIGAGIGmUAGmU-3T

264} ARCI4| ARCI?9opt| AAmMCAAFEGIGIOMCIAJAIGMUIASAMUmMUIGAGd
66 GdGdAIGMUEGMCIGIGIGMCIGIGACIGPEGMUIG

fase 1 3T

265 ARCl4| ARCY79 opt | mCmGmCIAPEGAGEGMCIAJAIGU4AJAMUmMUAG
67 fase 4 | 009GEGAAIGMUAGICAGIGIOMCIGAGEGIGPEGm
VdGmCmG-3T

266| ARC14| ARCYT opt | dGEGMCIAIAIGMUIAIAMUMUAGIGAGAGAAIGmU
68 fasa 1 dGmCIGIGIGmCIGIGIGAG-3T

267| ARCM| ARC979 opt | 404GMCMAMAIGIMUAAAMUMUmGAIGIGAGIAIGm
6 fase 1 UdGMCAGAGEGMCIGEAdG3G-3T

268| ARCI4] ARCIopt| dGIGMCIAIAAGMUIA-s-AAMUmUAGIGAGAGIA-8-
) fasa 1 4G-s-mU-s-4G-3-mCAGAGdG-+-mCd0dGdGA3-3T

269| ARCI4{ ARCYPopt| dGIGMCmAmMAIGMUIA-8-dAMUmUmAIGIGIGAA-
n fase 1 6-4G-5-mU-0-dG-+-mC3 GG G-e-mCdGIGdadG-3T

2710| ARCIS| ARCIT9o0pt| MAMCIAAGIOMCIAAALGmMUJIAJAMUmMUAGAGIGD
9 tese 2 | GEAIGMUIGMCAGIGIGMCIGdGdGdAmUmGmU-3T

271 | ARCIS| ARCY?9 opt | dAmCAAJGIGMCIAMAMGHUMAdAMUmUAGIGAGE
40 fase 2| GAAAGMUIGMCAIGIGIGMCIGAGIGAGmUAGMU-3T

272| ARCIS| ARCOMopt| dAMCAAIGIOMCIAJAIOMUAAZAMUnRUIGIGIGm
41 ooz | CRAMGEUMGNCAGIGIGMCIGIGIGIGmUIGmU-

aT

273| ARCIS| ARC979 opt| dAMCAAdGIGMCIAIAIGMUIAdAMUmMUIGIGIGAG
42 tgee 2 | dAICMUIGMCIGIGMGMCMGMGIGAGmUdGmU-3T

274} ARCIS| ARCY979 opt| mAmCAAIGIGMCIAMANMGMUmAZAMUmUEGd040
- 43 o2 | MOMARCEUmGMCAOIGMOmCmGmGIGdGmUna
ne mU-3T

275 ARC15| ARCIPopt| dAMCIAIGIGMCIAIAIGMUIAIARURUIGMmOmMGd
44 . GdAAGMUAGMCmMGmMGACMCIGIGMGmGmUdGmU-

asa 2 . 3T

276| ARC15| ARCIT opt] mAmCIAIGIGMCIAMAMGMUMAIAMUndGmGm
45 tese 2 | GMORARGMUMGMCHUMGMOmCmGMGmGmGmU
mGmU-3T

277! ARC1S| ARCY?9 opt | dAmCAAdIIOMCEAIAIGMUAASAMUmUAGd GIGAad
)| fase 3 AdGmUIGmCAGIGdGmCIGAGIGdGMUIGmU-3T

278 | ARCI5| ARC979 opt | dAmCAAAGAIMCAAJAIGMUIAAmMUmUACdGAGIGd
n fess 3 AJCmUdGmC4QdGd0mCEGdGI0ICmUdGmU-3T
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279| ARCI5| ARCOT9opt{ AAMCIAAIIIMCAAGAIGMUJAJAMUmUIGAGIGIGH
93 fase 3 AdGMUIGMCAGIGICmCAGIGGIGMUAGmMU-3T
280 | ARCI5| ARC979 opt | JAMCAAIGAGMCIAGAIIMUEAIAMUmMUAGAGAGIGA
04 fase 3 AdGoUJdGmCIGIGIGmMCIGIGIGAGMUdGMU-3T
281] ARCI5| ARCO79 opt | dAMCIAIGIGMCIAdASGMUEAIAMUmMINIIGIGdGd
95 fase 3 AdGmUdGmCaadGdGmCAGIGIGIGmUAGmU-3T
222| ARCIS|  ARCO79 opt | dAMCAAIGAGMCIAJAIGMUAAIAMUmUIGAIGdGd
96 o3| AdGWMUIGNCIGIGEGMCAG4GIGICMUAGMU-3T
283 | ARC15| ARC979 opt | dAmCIASGIOMCAAAAIGMUIAdAMUMUAGIGAIAG
97 tase3| AIGWUIGMCAGIGEGMCIGIGIGAGMUAGMY-3T
284 | ARCIS| ARCY979 opt | dAmMCAAIGIGMOAAJAICMUIAIAMUMUIaGIGEGdId
98 tase 3|  ASGMUIGMCIGAGIGMCIGIGI0I0mUSGmU-3T
285| ARCI5S| ARC9T9opt| 4AMCAAJGIGMCIAAASGMUGAIAMUmUIEISGAGE
99 wseal  AIGEMUIGMCIGAGAGMCIGIGAGIGmUAGHU-3T
286 | ARCI6| ARCO7Sopt| AAMCAAIGEGMCAAJAIGMUIAIAMUMUSGAIAIdGd
00 fase 3 AdGmUIGmCAGAGAGmCIGIGICIGMUAGmU-3T
287| ARC16| ARCI790pt| dAMCIAIGEGMCIAIAIGMUIAJAmUmUIGICAIdId
ol fase 3 AdGMUIGmCIGA0IOmMCAGIGIGIGmUIGmU-3T
288 | ARCI6 opt | AAMCAAIGIGMCIAJAdGMUIAJAMUmUIIdISIdIdAD
02 fase 3 GmUIGmCIGI0dOmCIGIGIGGmUIGmU-3T
289| ARC16| ARC979 opt | dAMCAAIGIGMCAIAIAIGMUAAJAMUMUIGIGIGAG
03 mee3] dAdMUIGMCAGIGGMCIGIGIGIOMUAGMU-3T
290 | ARC16| ARCY79 opt | dAmCIAIGAGMCIAIAIGUAAIAMUMUAGIGICIG
04 fnse 3 AAIGMUAIMCAGAGIGMCAGIGIGAGmUEGmU-AT
291 | ARC16| ARC979 opt | dAMCAAIGECMCAAIAIGMUIAAMUmMUIGIGIGAG
05 fose 3 dASGMUAGMCHIGAGMCIGIGIGIGMUIGmU-3T
202| ARC16| ARCY79 opt | AAMCAALGAGMCAAJAIGMUAASAMUMUIGAGIGIG
06 fase 3 dAdGMUIGMCIGdIdGmMCAGAGIGIGmUIGMU-3T
203 | ARC16|  ARC979 opt | AMCIAIGAGMCIAAAICMUIAIAMUmMIIGIGAGAG
07 fase dAAGmUICmMCAGEGAImCIGI04GIGMUAGmMU-3T
294 | ARCIS| ARCO79 opt| dAMCIAIGACMCIAIALCIMUIAIAMUMUIGIGIGIG
08 fase 3 dAdGmUIGMCAIIIOmCIGAGIGIGMUIGmMU-3T
295 | ARC16| ARCO79 opt| dAMCAAIGIGMCIAIAIGIUIASAMUmMUAGAGGIG
09 fose 3 dAIGmUAGMCIGAIAImCEGA0dGdGmUdGmU-3T

(9
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26| ARC16| ARCO?9 opt | dAMCIAIGIGMCIAJAIGMUAAdAMUMUAGAGIGIG
10 fase 3 dAIGMUGMCAIdimCIGAGAGA0mUdGmU-3T

297] ARC16|  ARC979 opt | dAMCAAAGAGMCIAJAGMUIAIAMUmUIGIGIGIG
1 fese3 | dAJGMUIGMCAGAGAOMCAIGIGICmUAGmU-3T

298 | ARC1I6] ARC979 opt{ dAWMCAAIGHGMCIAIAIGMUIAIAMUMUSGIGAGIG
12 fase3|  dAJGMUGMCIGIGEGMCIGAIIGIGMUAGMU-3T

299 | ARCI6|  ARCO”9 opt | dAMCIASGIGMCIAIAIGMUIAIAMUmUAGIGIGI0
13 fase 3|  dAIGMINGMCIGAGIGMCIGIGIMGMUIGMU-3T

300 | ARCI6| ARCO79opt| dAmCAAJGIGMCIAIAIGMUIAJAMUmUAGAGIGIG
14 fase3| AAIGMUMGMCAGAGACMCIGAGAGAIMUSGMU-3T

301 | ARCI6S| ARCO79 opt | dAMCAAIGIGMCIAIAIOMUIASAMUMUEGIGACG
15 fase 3 AAGGMUAGMCAGAGAGmCAIIGIGmUAGMU-3T

302| ARCIS| ARCO79 opt | dAMCAAGAGMCAAAAICIMUIAJAMUMUAGIGAGIG
16 fose 3 JASGmUACGmCIGIGICmCIGAIAIAGmUAGMU-3T

303| ARCIS| ARC979 opt| AAMCAAJGIGMCIAIAIGMUAAJAMUMUIGAGAGIG
17 fase 3 AAGMUAGMCIGAGAGmCAGAGAImUIGmU-3T

304 | ARCI6] ARCH79 opt | dAMCAASGAGMCAAAIGMUGAJAMUMUAGIGIGIG
18 fas0 3 AAIGNUIGMCAGIGdOmCAMIAIMUSGmU-3T

305| ARC16|  ARCO?9 opt| dAMCIALGIGMCIAJASGMUAAJAMUmUAGAGIGIG
19 fase3 | 9AIGMUIGHCIGIGIGMCIGIGIGAGmUAImU-3T

306} ARCIS| ARCI79 opt dAmC-s-
20 fase3 | GAGGIGMCIAJAIGMUAAAMUMUIGMGMGIGIAd
GmUdGmCmGmGIGMCIGAGmOMGmUAGmU-3T

307| ARCI6] ARC979apt dAmCAA-s-dG-s-
21 asa 3 | SOMCAAASCIUIAAMUMUIGIMGMGIGA AIGmUA
GuCmGmGIGMCIGIGMEMAMUIGMU-3T

308 [ ARCI6| ARCOT9opt dAMCAAGIGMC-9-dA-5-dA--4GmU-s-dA-¢-
n dAmUmU-s-

fose 3 | JGMGMGAGAAIGLUEAMCIGMGIGMCIGAGMGmG

mUdOmU-3T

309| ARC16] ARCOMopt] dAMCEAIGIGMCAAIAIGMUIAJAMUMUAGHGmG-
23 8-dG-a-dA-2-dGmU-5-

fose 3 d0mMCmGmGAGMCIGIGMOMAmUdCmU-3T

310[ ARCIS| ARCY79 opt| JAMCIAIGIGMCIAAIGMUIAJAMUMUGmGmG
24 GAAGMUdGmCMGmG-:-40mC--dG-+-

fase 3 dGmGmOmUAGmU-3T

311| ARCI6| ARCO9opt| dAmCIAIGAGHCIAIAIGMUIAGAMUNUEGmGmGd
25 fase 3 GIAIGMUSGmCmGMGIGmCIGIGmGmGmU-s-

4P
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dGmU-3T |

312| ARCI6] ARCY90pt| dAMC4-dA-3-dG-4-0GmC-+-dA-s-dA-s-dGmMU-s-dA-5-
2% {250 3 AT U 8- 4GmOmKG -5-20-0-0A -8-40mm 3
4GmCmMGmMG-3-dGmC-8-dG-6-3GmGIMGmU-g-dGmU-

T

313 | ARC1T ARCIT9 opt | mASC-+-dAIGICHC s-dAAMGmMURA--dATMUmL-
55 fase 4 &
dGMGniGmGmAMGMUnGMCRGmGnGmCMGMGn

GMGmUmGmU-3T

314| ARC1?7] ARCYWopt| mAmC-s-dAdGIGMC-o-dAmAMGmMUmA-s-dAmUmy-
56 204 - - dGMGMG-e-dG-3-dA-2-dGml-¢-

e dGmCmOmGMAMCmGmGLGMGmUnGulU-3T

[00351) Tabla 30: Caractarizacion de union

SEQIDNO % de unidn
an 100 nM
(a travia do
ARC# [ Descripcion | Kp (ady) [ ARCi018)
(ARC1620)-
1738)
—
ARC1386 | oomys 679 1 69.9
25 ARC979 opt
ARC1427 50 494
226 ARCIT9 ont
ARC1428 fase 1 18 s8]
227 ARCIT9 ot
ARCI429 faso 1 29.5 484
228 ARCY79 opt
ARC1430 fase 1 2 Sts
229 ARC979 opt
ARC1431 " fasa 1 100 563
20 ARCYT9 opt} -
ARCl432 foee 1 33 579

21 ARCST9 opt
ARC1433 fase 1 28 352
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2| Ancia | ARSI o 30 529
3| arcass | ARSI o 98 512
41 ancuass| AROT o 15.1 469
2| axcus? mf::: 39 321
2361 ARC1438 “c":::: 6o %7
BT arcas ncg':::: 43 4.5
28] - ARCl440 Ancw;:: 67 54.9
P amcual mw;::t 1 27 498
20| arciaz | ARCTER 23 60.5
M ancua | AT 20 528
22| ARCl4s mg?,:: 44 58.1
#3| ARCluas mg: 28 563
2| Anciuas mz:: 2.1 55.0
%] arciaar| A0 25 56.5
20| ancius| ARSTR 23 595
7| ARCl449 “C’;’a’s:": 26 -
81 arcuso| AFETH 26 465
21 arcuast Am”f:s?: 102 46.1
2 Arcus m&q: 189 569
2511 ARCI453 | ARC979 opt 44 65.0

N,
e
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Qa

97

fase 1

B ancuss| SROOW 27 61.6
23|  ARC1455 @;’;:‘ L6 6
4| Arcass| ARG 32 55.5°
23| amcusy | ARSI 30 56.1
6| Arciass| ARCYRR 29 4956
BT arcasy ARQ;:‘:‘ 40 50.7
| Arcus ARC,::,:T 58 461
#3] ancue | AR 37 473
%] arcue | AT 1.7 534
P arcuaes [ ARCTD SR 36 53.5
%] arcus| ARCD 24 54.6
"] amcues| HEO 3| sl
| ances Am?a::r 19 387
| ancraer Axcy'::n:ﬁ: 17 570
8| ancuaes mcg::a:l:t 10.0 498
2] arcue ARC,::,:‘ 49.8 59.8
¥ avcum A e 8.6 61.0
@1 Arcian [ ARGD o 235 62.9
| Arcissg| ARGTOR 66 438
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7 anciseo | ARCTE OBt 15 50.3
7| Amciser | ARCYC o 39 57.0
| arcisez| ARCOE 12 57.6
T amcises AR 59 w9
71 arcisu | AR 09 58.6

276
04 & 620

ARCI154s | ARCST opt

fase 2
174 & 209
2711 ARCison | ARCI?S opt ses
T arcisn | AR 8.1 54.4
| arcisss | ARCTP o 138 510
[ arcrsss | ARE o 42 60.)
B axciss| AROD 5.4 539
22| arcisss | ARG o 1.1 590
B arcisy | ARCID o 12 613
1 arcises| ARG 47 610
| Arcism A ey 72 5.7
| aRcieo | ARGD o 156 613
# arcieo | AR 44 586
2 ARCl602 ARC’Z':I: 40.8 644

(%

@\\
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29| Anciens | ARC0 o 16 642
0 ARC1604 Ancgf:::gt 2.1 502
P ancieos mc,f::,? 75 56.8
221 ARC1606 m'::.:l’; 55 603
B Arciery m::.:? 13 615
B4 anciens ““f.:‘: 9.7 61.1
22| ancicos mco:;; 47 60.5
26| ARCI610 m;’:“"g‘ 5o 60
®7|  avcien m:aeq;t 17 62.1
#8|  axcienz| MU 9] e
2| arciers | ARGD 23 58.4]
| arciela | ARG 1.7 60.5
W arciers | AR 58 552
2| axcisis| AP 6.1 59.5
?| Az ngt 41 619
| arcies ARCT,:? 34,0 610
3051 ARrcl6l9 AR@E“"‘;' 28 521
01 arcig [ A0 0.4 68.0
¥ azcienn mw:.:p; 0.5 646
08| ARC1622] ARCO9 opt 03 66.0
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Fase 3

309 ARCO79 opt:
ARCI623 T 3 e 02 68.7

310 ARCO79 opt:
ARCI64 " 04 68.0

311 ARCH79 opt
ARCI625 | fo03 | 04 75.0

ARCS79 opt

312 ,
ARC1626| (g3 0.1 792

213 ARCH79 opt:

™ ' ARCB79 opt
ARCI756 fase 4 05 s

* 30 min de incubacién RT para determinacién Kp
* 1X PBS Dulbecco {con Ca** y Mg™) +0.1lmg/mL de amortiguador

de reaccién BSA

Ejemplo 2C: estabilidad de plasma de aptameros anti-IL-23

{03521 un subconjunto de aptameros identificados durante
proceso de optimizacién se ensaya para estabilidad de
nucleasa en plasma humano. Se mide la degradacién de nucleasa
en plasma utilizando desnaturalizacidédn por electroforesis de
gel de poliacrilamida como se describe adelante. En resumen,
para la determinacién de estabilidad de plasma, se purifican
aptameros gintetizados quimlcamente utilizando

desnaturalizacién por electroforesis de gel de
poliacrilamida, marcada en el extremo 5’ con ATP y-32P y

luego purificada por gel nuevamente. La traza de aptamero

marcada 32P se incuba en la presencia de 100 nM de aptamero

X
Y
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no etiquetado en 95% de plasma humano en una reaccldn de
unién de 200 microlitros. La reaccidédn para el puntote tiempo
0 se hace separadamente con los mismos compcnentes excepto
que .el plasma se reemplaza con PBS para asegurar que la
cantidad de —radioactividad cargada en los geles es
consistente a través del experimento. Las reacciones se
incuban a 37°C en un termo ciclisador para las horaé’ 1, 3,
10, 30 y 100. En cada punto de tiempo, 200 microlitros de la
reaccién se remueven, se combinan con 200 microlitros de
tinte que carga formamida y chorro congelado en nitrégeno
liquido y almacenado en -20°C. Después de que se toma el
Gltimo punto de tiempo, las muestras congeladas se
descongelan y 20 microlitros se remueven de cada punto de
tiempo. Se agregan entonces SDS a muestras pequefias para una
concentraciédn final de 0.1%. Las muestras se incuban luego a
90°C durante 10-15 minutos y se cargan directamente en un gel
PAGE de desnaturalizacién 15% y corre en 12 w durante 35
minutos. La radioactividad en los geles se cuantifica
utilizando un sistema Storm 860 fosforimager (Amersham
Blosciences, Piscataway, NJ). El porcentaje de apatmeros de
longitud completa en cada punto de tiempo se determina al
cuantificar la longitud completa de la banda de a.ptameros y
dividir por los conteos totales en la misma linea. La
fraccién de aptamero de longitud completa en cada punto de
tiempo se normaliza luego al porcentaje de aptamero de

longitud completa del punto de tiempote 0 horas. La fraccién

6
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de aptamero de longitud completa como una funcidén del tiempo
se ajusta a la ecuacidn:

Ml*e” (-m2*mQ)

Donde ml es el porcentaje miaximo de aptamero de longitud

completa (ml=100); y m2 es el indice de degradacién.

La vida media del aptamero (T i) es iqual al (1ln 2)/m2.

[00353] Los datos de la muestra se exhibe en la figura 18 y

los resultados para los aptameros ensayados se resumen en la

tabla 31.

[00354] tabla 31: estabilidad de plasma

SEQ ID NO ARC# DESCRIPCION | ~T1/2 en plasma
humano (hrs)

177 ARC979 14

224 ARC1386 ARC1386 con Dt 33
inv 3

307 ARC1621 ARC979 opt 59
fase 3

308 ARC1622 ARC979 opt 54
fase 3

309 ARC1623 ARC979 opt 45
fase 3

310 ARC1624 ARCY979 opt 35
fase 3

311 ARC1625 ARC979 opt <) |
fase 3
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312 ARC1626 ARC979 opt 113
fase 3

313 ARC1755 ARCY979 opt 83
fase 4

314 ARC1756 ARC979 opt — 98
fase 4

EJEMPLO 3; ENSAYOS DE CELULAS FUNCIONALES

Ensayos basados en células minimizacién de aptameros rRfY IL-

23 activos

[00355] El IL-23 juega un papel en la transduccidén de sefial
JAK/STAT y los fosforilatos STAT 1, 3, 4, y 5. para ensayar
si los aptameros IL-23 muestran actividad basadas en células,
se ensaya la transduccién de sefial en los lisatos de células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) que crecen en
medio que contiene PHA (fitohemaglutinina), o Blastos PHA.
Mas especificamente, el ensayo basado en células determina si
los aptamerocs IL-23 pueden inhibir la fosforilacié4n STAT-3

inducida por IL-23 en Blastos PHA,

[00356] En esencia, los lisatos de células IL-23 tratados
contendrdn mds STAT3 activado que las células bloqueados de
aptameros © quiescentes. La inhibicién de la foaforilacién
STAT3 inducida por IL-23 se mide por dos métocdos: por western
blot, utilizando un anticuerpo anti-fosfo-STAT3 (Tyr705)
(Cell Signaling, Beverly, MA); y por ensayo TransAM™ (Active

Motif, Carlsbad, CA). El kit de ensayo TransAM™ suministra

[
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una placa de 96 posos sobre la que un oligonuclebétido que
contiene el sitio de unién consenso STAT (5’ TTCCCGGAA-3’) se
inmoviliza. Un anticuerpo anti-STAT3 que reconoce un epitopo
en el STAT3 que solo es accesible cuando el STAT3 se activa
se utiliza en conjunto con un anticuerpo secundario conjugado
HRP para dar wuna lectura cororimetrica que se puede

cuantificar por espectrofotometria. (Ver figura 19).

[00357] en resumen, el ensayo basado en células se conduce al
aislar las células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMC) de 1la sangre total wutilizando un gradiente de
Histopaque (Sigma, San Louis, MO). El1 PBMC se cultiva durante
3 a 5 dias a 37°C/5% CO; en periferia Blood Medium (Sigma)
que contiene PHA, complementado con IL-2 (100 unidades/mL)
(R&D Systems, Minneapolis, MN), para generar Blastos PHA.
Para ensayar aptameros IL-23, se lavan blastos PHA dos veces
con 1X PBS, luego el suero se carga durante 4 horas en RPMI,
0.20 % FBS. Después de carga el suero aproximadamente dos
millones de células se dividen en alicotas en tubos eppendorf
marcados apropiadamente. El1 hIL-23 en una concentracién
constante final de 3 ng/mL (R&D Systems, Minneapolis, MN) se
combina con series de dilucién de varios aptameros IL-23 como
se describe en el ejemplo 1, y la mezcla de
citoquina/aptamerc se agrega a las células dividas en
alicotas en un volumen final de 100 pl y se incuban a 37°C
durante 10-12 minutos. La reaccidén de incubacién se detiene

al agregar 1 mL de PBS enfriado con hielo con 1.5 mM de
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Nai:V04.los lisatos de las células se hacen utilizando un
amortiguador de 1lisis suministrado por el ensayo STAT 3
TransAM™ siguiendo las instrucciones del fabricante. La
figura 20 describe un resumen del flujo del protocolo

utilizado para el ensayc basado en células.

[00358] E1 aptamerc ©pariente y los aptameros 1L-23
minimizados de varias selecciones con grupos que contienen
pirimidinas 2'-F (rRfY), grupos que contienen ribo/2’0-Me
(rRmY), grupos que contienen desoxy/2’0-Me (dRmY), vy
aptameros dRmY optimizados se ensayan utilizando el método

TransAM™-

Ejemplo 2A: resultados de ensayo basados en células para

clones minimizados y parientes de selecciones rRIY

[(00359] clones de longitud completa de seleccién rRfY
descritos en el ejemplo 1A y clones rRfY minimizados selectos
se describen en ejemplo 2A.1, se prueban utilizando el ensayo
de activacién STAT3 TransAM™. La tabla 34 resume los datos de
ensayo basados en células para aptameros de longitud completa
IL-23 generados de las selecciones rRfY descritas en el
ejemplo 1lA. La tabla 35 resume los datos de actividad de los
clones rRfY minimizados, descritos en el ejemplo 2A.1l, cada
uno comparado con la actividad de su clon pariente respectivo
(longitud completa). Los clones rRfY minimizados Fll min 2

(SEQ ID NO 147), Al0 min 5 (SEQ ID NO 139), AlO min 6 (SEQ ID

R



WO 2005/086835 225
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145), Tipo 1.4

144),
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Bl10 min 5

(SEQ ID NO

(SEQ ID NO 151) y Tipo 1.5 (SEQ ID NO 152)

cada uno ejecuta sus clones parientes respectivos (ver figura

21),

en adicién a todos los clones rRfY de longitud completa

cuando se prueban en el ensayo de activaciédn STAT3 TransAM™.

[00360] tabla 34:

resumen de clones rRfY ensayados

resultados de ensayos basados en células:

SEQ ID NO | Nombre | Seleccién Western TransAM | TransAM ICsg
Blot
27 Cs RS h-]L-23 Si Si 3 M
AMXR6-
13 D5 R8 h-IL-23 Si Si > S uM
AMX3S6-
16 D6 R3S b-1L-23 Si Si >5uM
AMXS6-
24 B6| R3hIL-23 si No
AMXB6-
22 Fé6 R8 h-IL-23 Si No
AMXB6-
18 A7 R8 h-IL-23 Si No
AMX86-
25 R7 R8 h-IL-23 Si No
AMX86-
35 B9 R8 X-IL-23 Si No
AMXB86~-
32 Cc9 R8 X-IL-23 Si No
AMX86-
33 G9 R8 X-IL-23 Si No
AMXB6—~
39 H9 R8 X-IL-23 Si Si 250 nM
AMX86-
28 B10 |[R8 X-IL-23 Si Si 800 nM

a

¢
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AMXBG6-

36 G10 |R8 X-IL-23| si si ~2pM
AMXB6-

37 All [R8 Xx-IL-23| si No
AMX86-

30 pll |R8 x-11-23| st No
AMX84-

43 alo [R10 PN-ILTl sy si 400 nM
AMX84-

44 plo |R10 gg'IL' si si >1pM
AMXB4-

45 a11 [R10 gg'IL' si si >5uM
AMX84-

46 F11 R3O gg'IL' si si 250 nM
AMXB4-

a7 PR St si >1uM
AMK84-

18 cro [M0 2Vl wo si 250 nM
AMX84-

49 cir [F1O 2N e si 800 nM
ANX84-

50 cr (R0 Al I si 250 nM
ARKG3—

51 platel- RlIszlgN- No Si >5uM

AN
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Hl
AMX91-
R10 PN- .
52 Fll IL-23 No Si SuM
AMX91-
R10 PN- .
53 Gl IL-23 No Si 2uM
AMXS91-
R10 PN- .
o4 E3 IL-23 No Si > 5uM
AMX91-
R10 PN- .
55 1H3 IL-23 No Si 50nM
AMX91-
R12 PN-
64 Gll 11,23 No Si 3uM
AMX91-
R12 PN- .
65 Ci2 IL23 No Si 50nM
AMX91-
R12 PN- .
66 H12 11,23 No Si 350 nM
AMX91-
R10 PN- .
56 BS IL-23 No 5i luM
AMX91-
RI0 PN- .
57 Ab IL-23 No Si 3pM
AMX91-~
R12 PN- .
58 G7 1123 No Si 150nM
AMX9]1-
R12 PN- .
59 RH7 IL23 No Si 50nM
AMX91-
R12 PN- .
60 B8 1123 No Si 450 nM
AMX91-
R12 PN- .
61 H8 IL23 No Si 3pM
AMX91-
R12 PN- .
62 G9 11,23 No Si 50nM
AMX91-
R12 PN- .
63 D9 IL23 No Si 150 nM

o7
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[00361] Tabla 35: Comparacién de unidén de aptamero minimizado

IL-23 2'F rRfY a aptémeros pariente.

Longitud
Nombre Minimo
SEQ ID Selecciédn Total
del clon ICs
ICs
NO W.Blot TransAM
R10 PN-
Fllmin2
IL-
147 23 No Si 25nM 250 Nm
139| AlOmin5|R10PNIL- No Si 300 nM 1 pM
23
140| AlOmin6|] R10PNIL- No Si 250 nM 1 uM
23
144 BlOmind R10PNIL- No Si 500 nM 700 nM
23
145| B1l0minS| R10PNIL- No Si 80 nM 700 nM
23
151| Tipol.4 N/A No si 80 nM N/A
152| Tipol.5 N/A No Si 80 nM N/A

Eijemplo 3B: Resultado de ensayo basado en células para clones

minimizados y parientes de primeras selecciones de dRmY

[00362] Se describen clones parientes de la seleccién dRnY
en el ejemplo 1C, y clones dRmY minimizados de esta seleccidn
(descrita en el ejemplo 2A.2), se prueban para actividad
utilizando el ensayo de activacién STAT3 transAM™. Los tres
clones dRmY de longitud completa descritos en el ejemplo 1C
que muestran la mayor afinidad de unién para IL-23, ARC489
(SEQ ID NO 891), ARC490 (SEQ ID NO 92), ARC491 (SEQ ID NO 94)

ARC 492 (SEQ ID NO 97) se ensayan. El1l ARC 492 (SEQ ID NO 97)
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que no exhibe unién para el IL-23 se utiliza como control
negativo. E1 ARC489 (SEQ ID NO 91), y ARC4A91 (SEQ ID NO 94)
muestran .actividad basadas en células comparables en el
ensayo de activacién STAT3 TransAM7 y los datos preliminares

indican ICsp en el rango del 50nM-500 nM (datos no mostrados).

[00363] El clon solo minimizado de los esfuerzos de
minimizacién dRmY descritos en el ejemplo 2A.2 que muestran
unién al IL-23, ARC527 (SEQ ID NO 159), se prueba en el
ensayo de activacién STAT3 TransAM™ y muestran una reduccidn
en el ensayo de actividad comparado con su ARC489 de longitud

completa respectivo (SEQ ID NO 91) (datos no mostrados).

Ejemplo 3C: Resultados de ensayo basados en células para

clones minimizados y parientes de sequnda dRmY

[00364] Clones parientes de la seleccién dRmY descrita en
el ejemplec 1D, y clones minimizados de esta seleccién
(descrita en el ejemplo 2A.3) que exhiben alta afinidad con
el hIL-23 se seleccionan para funcionalidad en el ensayo
TransAM™ utilizando una titulacién IL-23 de 8 puntos de 0 a
3uM en dilusiones de 3 pliegues en combinacién con una
concentracién IL-23 constante de 3 ng/mL. IC3 s para 1los
clones de longitud completa se calculan a partir de las
curvas de respuesta de dosis. En la Figura 22 es un ejemplo
de las curvas de respuesta de dosis para los clones dRmY de

la seleccién descrita en el ejemplo 1D que exhibe actividad

45U
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basada en células en el ensayo TransAM™  ARC611 (SEQ ID NO
103), ARC614 (SEQ ID NO 105), ARC621 (SEQ IDNO 108), y ARC627

(SEQ ID NO T 10)).

[00365] Clones dRmY minimizados (descritos en el ejemplo
2*.3) se seleccionan para funcionalidad y se compara con su
respectivo clon pariente en el ensayo TransAM™. Se calcula
el ICsp de las curvas de respuesta de dosis. La figura 23 es
un ejemplo de las curvas de respuesta de dosis para algunos
de los clones dRmY minimizados mds potentes, ARC979 (SEQ ID
NO 177), ARC980 (SEQ ID NO 178), ARC982 (SEQ ID NO 180),
comparado con los clones de longitud completa parientes
ARC621 (SEQ ID NO 108) y ARC627 (SEQ ID NO 110). El1 ARC979
(SEQ ID NO 177), desarrolla consistentemente el mejor en el
ensayo TransAm™, con un ICs; de 40nM +/- 10nM cuando se
promedia sobre el curso de los tres experimentos. ARC792
(SEQ ID NO 162), ARC794 (SEQ ID NO 164), ARC795 (SEQ ID NO

165) también exhiben potente actividad en el ensayo TransAM™,

Ejemplo 3D: Resultados de ensayo basados en células para

derivados de ARC979 optimizados

[00366] Varios de los <derivados ARC979  optimizados
descritos en el ejemplo 2B.2 que exhiben alta afinidad para
el hIL-23 se seleccionan por su capacidad de inhibir el IL-23
inducido por activacién de STAT 3 utilizando el ensayo Blast
PHA descrito previamente. La inhibicién de la fosforilacién

de STAT3 inducido por 1IL-23 se mide utilizando Pathscan®

G2
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fosfo- STAT3 (Tyr705) ELISA Kit Sandwich (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA).

[00307] De forma similar al método de ensayo TransAM™
descrito previamente, el kit ELISA de s&ndwich Pathscan®
fosfo-STAT3 (Tyr705) detecta niveles endbgenos de proteina
fosfo-STAT3 (Tyr 705) utilizando un anticuerpo monoclonal de
conejo STAT3 que se ha recubierto en_los pozos de una placa
de 96 pozos. Después de incubacién con lisatos de células,
ambas proteinas no fosfo-y fosfo-STAT3 capturan por el
anticuerpo recubilerto. Un anticuerpo monoclonal de ratén
fosfo-STAT3 se agrega para detectar la proteina fosfo-STAT3
capturada, y un anticuerpo anti ratén 1ligado al HRP se
utiliza entonces para el reconocimiento del anticuerpo para
reconocer la deteccién. El sustrato HRP, TMB se agrega para
desarrollar color, y la magnitud de la densidad éptica para
este color desarrollado es proporcional a la cantidad de

proteina fosfo-STAT3.

[00368] Se asilan blastos THA y 8se preparan como Se
describié anteriormente y se tratan con HIL-23 en una
concentracién constante final de 6ng/mL (R&D Systems,
Minneapolis, MN) para inducir activacién STAT3, en cambio de

utilizar 3ng/mL, como se describié previamente con el ensayo

TransAM™. Varios clones de la seleccidén descrita en 2C, se

seleccionan al utilizar una titulacién IL-23 de 6 puntos de 0

a 700 nM en dilusiones de 3 pliegues en combinacién con una

5\
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constante de concentracién IL-23 de 6 ng/mL de IL-23 (R&D
Systems, Minneapolis, MN) para inducir 1la activacién del
STAT3, en cambio de utilizar 3 ng/mL como se describié
previamente con el ensayo TransAM™. Lisatos de
célulastratadas se preparan utilizando 1los amortiguadores
suministrados por el kit pathscan, y los ensayos se corren de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ICsp para
los clones de longitud completa se calculan a partir de las

curvas de respuesta de dosis.

[00369] E1l ARC979 que exhibe un 1ICsp de 40+/- 10 mN
utilizando el método TransAM™, exhibe consistentemente un
ICsp de 6+/- 1nM utilizando el método pathscan®. Como se
mencioné previamente este valor ICsp es consistente con el
valor K, para el ARC979 de 1lnM que se verifica repetidamente
bajo las condiclones de ensayo de unién directa descritas en
el ejemplo 2B.2. Como se puede ver a partir de la tabla 36,
varios de los derivados optimizados del ARC979 exhiben en
forma destacada a una potencia mayor que el ARCS79 cuando se
compara directamente utilizando el método pathscan®,
particularmente ARC1624 y ARC1625, que pueden dar valores ICsg

de 2nM y 4nM respectivamente.

[00370] La Figura 24 es un e)jemplo de las curvas de
respuesta de dosis para varios clones optimizados que exhiben
alta afinidad para IL-23 y potente actividad basada en célula

en el ensayo pathscan®. La tabla 36 resume el ICs; de las
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curvas de respuesta de dosis para los aptdmeros optimizados

ensayados.

[00371] Tabla 36: ICsp para derivados de ARC979 optimizados

en el ensayo pathscan®

SEQ ID NO Clon Pathscan"ICso

(nM)

177 979 6+/-1

275 1544

308 1622 9

309 1623 5

310 1624 2

311 1625 4

312 1626 12

313 1755 68

314 1756 19

Ejemplo 3E: Resultados de ensayo basados en células para

clones minimizados y parientes de las selecciones de ratén

IL-23

[00372] Utilizande el ensayo blast PHA y el métod TransAM™
descrito anteriormente se muestran el IL-23 de ratén para
activar el STAT3 en blastos de pH humanc {(ver figura 25).
Por lo tanto, la capacidad de los clones pariente de la

seleccidén IL-23 de ratdédn descrita en el ejemplo 1lE, y los

69"
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clones minimizados (descrita en el ejemplo 2 A.4) que exhiben
afinidad para el MIL-23 para bloquear el IL-23 de ratén
induce la activacién STAT3 en células de blasto de THA humano
se mide utilizando el ensayo TransAM™, El protocolo se
utiliza idéntico a aquel previamente descrito excepto por el
IL-23 de ratén que se utiliza para inducir la activacién
STAT3 en blastos THA en una concentracién de 30 ng/mL, en
cambio de utilizar IL-23 humano en una concentracién de
3ng/mL. Los resultados para los clones pariente se listan en

la tabla 37 y los resultados para los cleones minimizados se

listan en la tabla 38 adelante.

[00373] Tabla 37: la actividad del clon mIl-23-rRfY

pariente en el ensayo TransAM™

SEQ ID NO Nombre de clon |Seleccién ICsp {nM)
124 ARC1628 R7 mIL-23 37
125 ARC1629 R7 mIL-23 No ensayado
126 ARC1630 R7 mIL-23S 16.6*
127 ARC1631 R7 mIL-23S No ensayado
128 ARC1632 R7 mIL-23S 18
129 ARC1633 R7 mIL-23S 31
130 ARC1634 R7 mIL-238 9

*Promedio de experimento miltiple

[00374]

Tabla 38:

rRfY de ratén en el ensayo TransAM™

Actividad de clon minimizada de IL-23
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Clon minimizado SEQ|Clon pariente ICsomIL—~-23 (nM)

ID NO

199 ARC1628 18 nM

200 ARC1632 inactivo

201 ARC1633 7

202 ARC1634 26

La invencién ser& ahora descrita por via de la descripcién
escrita y ejemplos, aquellos expertos en la técnica
reconocerdn que la invencién se puede practicar en una
variedad de modalidades y que la descripcidén y ejemplos
anteriores son para propésito de il1lustracién y no de

limitacién de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1)

2)

3)

4)

5)

Un aptamero que se une especificamente a IL-23.

El aptamero de la reivindicacién 1, en donde IL-23
es una variante de IL-23 gue desarrolla una funcién

bloldégica que es esencialmente la misma como una

funcién de IL-23.

El aptamero de la reivindicaciétn 2 en donde la
variante de IL-23 tiene substancialmente la misma
estructura y substancialmente la misma capacildad

para unir un aptamero como el IL-23.

El aptémero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
© una variante de este que comprende una secuencia
de aminocdcido que es al menos 70% idéntica a la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.

El aptdmero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
© una variante de este que comprende una secuencia
de aminod&cido que es al menos B80% idéntica a la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.

57\



WO 2005/086835 237 PCT/US2005/007666

6) El aptémero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
o una variante de este que comprende una secuencia
de aminodcido que es al menos 90% idéntica a la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.

1) El aptémero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
0 una variante de este que tiene una secuencia de

aminodcido que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.

8) El aptédmero de la reivindicacién 7, en donde el

aptémero es acido ribonucleico. '

9) El aptémero de la reivindicacién B8, en donde el
aptémero es single stranded &cido ribonucleico.
'd
10) El1 aptémero de la reivindicacién 7, en donde el

aptdmero es deoxydcido ribonucleico.

11) El1 apté&mero de la reivindicacién 10, en donde el

aptdmero es é&cido desoxiribonucleico de cadena

sencilla.

12) El1 aptémero de la reivindicacién 7, en donde el
aptdmero tiene una constante de disociacién para
IL-23 o una variante de este de aproximadamente 100

nM o menos.
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13)

14)

15)

16)

17)

El aptémero de la reivindicacién 12, en donde el
aptédmero tiene una constante de disociacién para

IL-23 o una variante de geste de aproximadamente 50

nM o menos.

El aptémero de la reivindicacién 13, en donde el
aptamero tiene una constante de disociacidn para
human IL-23 o una variante de este de

aproximadamente 10 nM o menos.

El aptémero de la reivindicacién 14, en donde el
aptamerc tiene una constante de disociacibén para
human IL-23 o una variante de este de

aproximadamente 1 nM o menos.

Un aptamero de la reivindicacién 7, en donde el

aptdmero comprende al menos una modificacién

quimica.

El aptémero de la reivindicacién 16, en donde la
modificacién se selecciona del grupo que consiste
de: de una sustituclén quimica a una posicidn
azGcar; una sustitucién quimica a una posicién
fosfato; y una sustitucién quimica a a una posicién

base, del Acido nucleico.
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18)

19)

20)

21)

22)

23)

El aptémero de la reivindicacién 16, en donde la
modificacién se selecciona del grupo que consiste
de: incorporacién de una modificacién de
nucleétido; taponamiento 3’; conjugacién de un
compuesto no inmunogénico, de alto peso molecular;
conjugacién de un compuesto lipofilico; y

modificacién de la estructura de fosfato.

El aptémero de la reivindicacién 18, en donde el
compueste de alto peso molecular, no inmunogénico

es polialquilen glicol.

El aptédmero de la reivindicacién 19, en donde el

polialquilen glicol es polietilen glicol.

El aptdmero de la reivindicacién 18, en donde la
estructura de modificacién comprende la
incorporacién de uno o mis fosfotionatos en la

estructura fosfato.

El aptémero de la reivindicacidén 2, en donde el
aptamero comprende la incorporaciédn de menos de 10

fosfotionatos en la estructura de fosfato.

El aptémero de la reivindicacién 22, en donde el
aptamero comprende la incorporacidén de menos de 6

fosfotionatos en la estructura de fosfato.
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24)

25)

26)

27)

28)

29)

El aptémero de la reivindicacién 23, en donde el
aptamero comprende la incorporacién de menos de 3

fosfotionatos en la estructura de fosfato.

El aptémero de la reivindicacién 7, en donde el
aptamero modula una funcidén de IL-23 o una variante

de este.

El aptamero de la reivindicacién 25, en donde el
aptédmero inhibe una funcién de IL-23 o una variante

de este.

El aptamero de la reivindicacién 26, en donde el
aptamero inhibe una funcidén de IL-23 o una variante

de este in vivo.

El aptamero de la reivindicacién 26, en donde el
aptamero previene la unién de IL-23 al receptor IL-

23.

El aptdmero de la reivindicacién 1 , en donde el
aptamero tiene sustancialmente la misma capacidad
para unir el IL-23 como aquel de un aptamero que
comprende una secuencia de nuclebédtido seleccionada
del grupo que consiste de: SEQ ID NOs 13-66, SEQ

ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-

46
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30)

31)

32)

118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ
ID NO 162, y SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-

178, SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID NOs 195-314.

El aptédmero de la reivindicacién 1, en donde el
aptédmero tiene substancialmente la misma estructura
y substancialmente la misma capacidad para unir
IL-23 como aqgquel de un aptamero gue comprende una
secuencia de nucleétido seleccionada del grupo que
consiste de: las SEQ ID NOs 13-66, las SEQ ID NOs
71-88, las SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118,
SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO
162, y SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178,

SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID NOs 199-314.

El aptdmero de la reivindicacién 1 , en donde el
aptidmero comprende una secuencia de nucleétido al
menos 80% idéntica a wuna cualquiera de 1las
secuencias seleccionadas del grupc que consiste de:
SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs
91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134,
SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs
164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ 1D NOs 181-196,

y SEQ ID NOs 199-314.

El aptémero de la reivindicacién 31 , en donde el

aptadmero de la secuencia de &dcido nucleico es al

PCT/US2005/007666 3\
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33)

34)

menos 90% idéntica a una cualquiera de las
secuencias selecclonadas del grupo que consiste de:
SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs
91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134,
SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs
164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196,

y SEQ ID NOs 199-314,

El aptémero de la reivindicacién 1, en donde el
aptamero comprende 20 nucledtidos contiguos que son
idénticos a wuna secuencia de 20 nucleétidos
contiguos en la regiétn de secuencia Unica de una
cuvalquiera de las secuencias seleccionadas del
grupc de: SEQ ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88,
SEQ ID NOs 91-96, SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs
124- 134, SEQ ID NOs 135-159, SEQ ID NO 162, y
SEQ ID NOs 164-172, SEQ ID NOs 176-178, SEQ 1ID

NOs 181-196, y SEQ ID NOs 199-314.

El aptdmero de la reivindicacién 33, en donde el
aptamero comprende 8 nucleétidos contiguos que son
idénticos a la secuencia de 8 nucleédtidos contiguos
en la regidtn de secuencia tGnica de una cualquiera
de las secuencias seleccionadas del grupo de: SEQ
ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96,
SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124- 134, SEQ ID

NOs 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs 164-172,
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35}

36)

37)

SEQ ID NOs 176-~-178, SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID

NOs 199-314.

El aptameroc de la reilvindicacién 34, en donde el

aptamero comprende 4 nucleétidos contiguos que son

idénticos a la secuencia de 4 nucleétidos contiguos
en la regién de secuencia UGnica de una cualquiera
de las secuencias seleccionadas del grupo de: SEQ
ID NOs 13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ IDNOs 91-96,
SEQ ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124- 134, SEQ ID
NOs 135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs 164-172,
SEQ ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID

NOs 199-314.

Un aptémero capaz de unir IL-23 o una variante de
este comprende una secuencla de nucleétide
selecclonada del grupo que consliste de: SEQ ID NOs
13-66, SEQ ID NOs 71- 88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ
ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-134, SEQ ID NOs
135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs 164-172, SEQ
ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID NOs

199-314.

El aptdmero de la reivindicacién 36, comprende

adicionalmente al menos una modificacién quimica.
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38)

39)

40)

41)

42)

El aptémero de la reivindicacién 37, en donde la
modificacién se selecciona del grupo que consiste
de: de una sustitucién quimica a una posicién
azlGcar; una sustituciédn quimica a wuna posicién
fosfato; y una sustitucién quimica a a una posicién

base, del &cido nucleico.

El aptémero de la reivindicacién 37, en donde la
modificacién se selecciona del grupo que consiste
de: incorporacién de una modificacién de
nucleétido; taponamiento 3’; conjugacién de un
compuesto no inmunogénico, de alto peso molecular:
conjugacién de un compuesto lipofilico; y

modificacién de la estructura de fosfato.

El aptamero de la reivindicacién 39, en donde el

compuesto no inmunogénico, de alto peso molecular

es polialquilen glicol.

El aptémero de la reivindicacién 40, en donde el

polialquilen glicol es polietilen glicol.

El aptémero de la reivindicacién 39, en donde la
estructura de modificacién comprende la
incorporacién de uno o mds fosfotionatos en 1la

estructura fosfato.
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43) El1 aptdmero de la reivindicacién 42, en donde el

aptamero comprende la incorporaciétn de menos de 10

fosfotionatos en la estructura de fosfato.

44) El1 apté&mero de la reivindicacién 43, en donde el

aptamero comprende la incorporacién de menos de 6

fosfotionatos en la estructura de fosfato.

45) El1 aptamero de la reivindicacién 44, en donde el
aptémero comprende la incorporacién de menos de 3
fosfotionatos en la estructura de fosfato.

46) El1 aptémero de la reivindicacién 1, adicionalmente
es capaz de unir al IL- 12.

17)

El aptdmero de la reivindicacién 46, en donde IL-

12 es una variante de IL- 12 que desarrolla una

funcién bioldgica que es esencialmente la misma

como una funcién de IL-12.

48) El1 aptédmero de la reivindicaciétn 47 en donde la
variante de IL-12 tiene substanclalmente la misma
estructura y substancialmente la misma capacidad
para unir un aptémero como el IL-12,

49)

El aptamero de la reivindlcacién 48, en donde IL-12

0 una variante de este que comprende una secuencia
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50)

51)

52)

53)

54)

55)

de aminodcido que es al mencs 80% idéntica a 1la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 6.

El aptimero de la reivindicacién 48, en donde IL-12
o una variante de este que comprende una secuencia
de aminoAcido que es al menos 90% idéntica a 1la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 6.

El aptémero de la reivindicacién 48, en donde IL-12
0 una variante de este que tiene una secuencia de

aminodcido que comprende las SEQ ID NOs 4 y 6.

El aptamero de la reivindicacién 51, en donde el
aptdmero modula una funcién de IL- 12 o wuna

varlante de este.

El aptamero de la reivindicaciédn 52, en donde el
aptamero inhibe wuna funcién de IL- 12 o una

variante de este.

El aptamero de la reivindicacién 53, en donde el
aptamero inhibe una funcién de IL~12 ¢ una variante

de este in vivo.

El aptémero de la reivindicacidén 53, en donde el
aptameroc previene la unién de IL- 12 al receptor

IL-12.

4
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56)

57)

58)

59)

60)

El aptamero de la reivindicacién 4, en donde IL-23

© una variante de este es IL-23 de ratdn.

El aptamero de la reivindicacién 56, en donde IL-23
de ratén que tiene una secuencia de aminodcido que

comprende las SEQ ID NOs 315 y 316.

Una composicidén farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de un aptémero
que comprende una secuencia de nucleétido
seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NOs
13-66, SEQ ID NOs 71-88, SEQ ID NOs 91-96, SEQ
ID NOs 103-118, SEQ ID NOs 124-130, SEQ ID NOs
135-159, SEQ ID NO 162, y SEQ ID NOs 164-172, SEQ
ID NOs 176-178, SEQ ID NOs 181-196, y SEQ ID NOs
203-314, o una sal de estas, y un diluyente o

portador farmacéuticamente aceptable.

Un método para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad mediada por 1IL-23, que comprende
administrar la composicién de la reivindicacién 58

a un vertebrado.

El método de la reivindicacién 59, en donde el

vertebrado es un mamifero.
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61)

62)

63)

64)

65)

66)

El método dé la reivindicacién 60, en donde el

mamiferc es un humano.

El método de la reivindicacién 59, en donde dicha
enfermedad es seleccionada del grupo gque consiste
de: enfermedad autoinmune, enfermedad inflamatoria,
cdncer, reabsorcién de hueso en osteoporosis, vy

Diabetes Tipo I.

El métode de 1la reivindicacién 62, en donde la
enfermedad autoinmune es seleccionada del grupo que
consiste de: esclerosis maltiple, artritis
reumatoide, psoriasias, lupus eritematoso sistémico,

y sindrome del intestino irritable.

El método de 1la reivindicacién 62, en donde el
cdncer ge selecciona del grupo que consiste de:
colon céancer, cancer de pulmén, y metastasis de

pulmén.

El método de 1la reivindicaclén 63, en donde 1la
enfermedad irritable se selecciona del grupo que

consiste de Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de un aptémero

que comprende una secuencia de nucleétido

PCT/US2005/007666 ‘%}’\
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67)

68)

69)

70)

seleccionada del grupo que consiste de: SEQ ID NO
14, SEQ ID NOs 17-19, SEQ ID NO 21, SEQ ID NOs
27-32, SEQ ID NOs 34-40, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO
49, SEQ ID NOs 60-61, SEQ ID NOs 91- 32, éEQ ID
NO 94, y SEQ ID NOs 103-118, o una sal de estas, y

un diluyente (o] portador farmacéuticamente

aceptable.

Un métode para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad mediada por IL- 12, que comprende
administrar la composicién de la reivindicacién 66

a un humano.

El método de la reivindicaclén 67, en donde dicha
enfermedad es seleccionada del grupo que consiste
de: enfermedad autoinmune, enfermedad inflamatoria,
cancer, reabsorcién de hueso en osteoporosis, vy

Diabetes Tipo I.

El método de la reivindicacién 6B, en donde 1la
enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que
conslste de: esclerosis miltiple, artritis
reumatoide, psoriasis, lupus eritematoso sistémico,

y sindrome del intestino irritable.

El método de la reivindicacién 68, en donde el

cidncer se 8Selecciona del grupo gque consiste de:
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colon cancer, céncer de pulmén, y metadstasis de

pulmén.

71} El1 método de 1la reivindicacién 69, en donde la
enfermedad irritable se selecciona del grupo que

consiste de Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

72) Un método de diagnéstico que comprende poner en
contacto un aptémero de la reivindicacién 36 con
una composicién que se sospecha comprende IL-23 o
una variante de este y detectar la presencia o

ausencia de IL-23 o una variante de este.

73) Un aptédmero de acuerdo a la reivindicacién 36 para

uso como un diagnéstico in Vitro.

74) Un aptdmero de acuerdo a la reivindicacién 36 para

uso como un diagnéstico in vivo.

75) Un aptémero de acuerdo a la reivindicacién 36 para
uso en el tratamiento, prevencién o mejoramiento de

una enfermedad in vivo.
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APTAMEROS PARA LA FAMILIA CITOQUINA IL-12 HUMANA Y SU USO

COMO TERAPEUTICOS PARA ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

La presente invencién suministra materiales y métodos para
tratar la enfermedad auto inmune en la cual las citoquinas
estadn involucradas en patogénesis. Los materiales y métodos
de la presente invencién son (tiles en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. Los materiales y métodos de la
presente invencién estdn dirigidos a ligandos de 4&cido
nuclelco capaz de unirse a las citoquinas IL-23 humana y/o
IL-12 humana y modular asi su actividad biolégica y su
utilidad como agentes terapéuticos inmunes, autoinmunes vy

para céncer.
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Figura 20
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1)

2)

3)

1)

5)

Un aptémero que se une especificamente a IL-23.

El aptémero de la reivindicacién 1, en donde IL-23
es una variante de IL-23 que desarrolla una funcién
bioldégica gue es esenclalmente la misma como una

funcién de IL-23.

El aptamero de la reivindicacién 2 en donde 1la
variante de IL-23 tiene substancialmente la misma
estructura y substancialmente la misma capacidad
para unir un aptémero como el IL-23.

El aptdmero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
o una variante de este que comprende una secuencia
de aminodcido que es al menos 70% idéntica a la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.

El aptdmero de la reivindicacién 3, en donde IL-23
o una variante de este que comprende una secuencia
de aminodcido que es al menos B80% idéntica a 1la

secuencia que comprende las SEQ ID NOs 4 y 5.
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
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Doctor (a)

RODRIGUEZ DILIA MARIA

REFERENCIA Radilcaclén No. 6 100210
Solicitud internaciomal PCT/US2005/007666
Fecha iniclo fase nacional 05/10/2006

Trimite 11
Evento 378
Actuacifm 430

Oficio No. VN W 138 9 ]

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decipién 486 de la Comlsitn de la Cominidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaclém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que comnsta la cesifn del

derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisl&Sn 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de loa
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existenclia y zrepresentacién legal de la sociedad solicitante, cuando &ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifm 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses slgulentes a la fecha de
notificaclién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunclados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la soclicitud se
conslderarf abandonada y perderA su prelaclén.

Notifiquese el presente oficioc conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quintgsde]l titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

A CESPEDES DE VERGEL
diviel&én de Muevas Creaciones

El anterjor requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de
fecha ) ﬁ,ﬂ. it “_
aalvarado ’ .
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