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ANEX

INVENTORES

1.) AGRAWAL, Sudhir /
( 61 Lamplighter Drive, Shrewsbury, Massachusetts 01545-5456, Estados Unidos de América );

2.) KANDIMALLA, Ekambar /
( 6 Candlewood Land, Southboro, Massachusetts 01772-1981, Estados Unidos de América);

3.) YU, Dong /
( 25 Indian Pond Road, Westboro, Massachusetts 01581-1145, Estados Unidos de América ).



Solicito expresamente a nombre de HYBRIDON,
INC., sociedad constituida de conformidad con las
leyes del estado de Massachusetts, Estados Unidos de
América, domiciliada en 345 Vassar Stret, Cambridge,
Massachusetts, Estados Unidos de América, el
otorgamiento de Patente para la invencidén titulada
"MULTIMEROS DE OLIGONUCLEOTIDO
INMUNOESTIMULADORES?”,

Clase: A61 48/00

e WY —

C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228
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SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
721) N* G solichud: 751) Int CE AB1K 43700
22) Ficha de sollditud: (T1)Solicitante(s)  HYBRIDON, INC.
(30) Prioddad  (31) No.Prioridsd 32) Fecha  (33) Peis
Estadinense 001579,985 1508004 Us
Estadinense 80/59,362 0610804 US |(72) inventories)  AGRAWAL, Sudhir X
KANDIMALLA, Ekamber 1f
YU, Dong.
(74) Agents:
[85)  Fechainico fase nacionar [87) _Publicadon intemacional
(85  Daos relaivos @ la prasentacion de la solicitud PCT Fechg: Focha (ddimm/as) 0501006

Fecha da presantacion de la soflcitud:
No. de soficliud PCTA/S2005020911

Fecha 130605 N* publicacidn: WO 2008002038 A2

(54) Titulo: MULT{MEROS DE OLIGONUCLEOTIDO INMUNOESTIMULADORES.

Relvindicacion(es):

1. Un oligonucleétido inmunoestimulatorio que comprende al menos un

dinucleétido seleccionado de C*pG, y CpG*, en donde la secuencia de

CH*pG*

oligonucleétido es al menos parcialmente auto-complementaria.

. 4
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La invencién proporciona un &cido nucléico inmunoestimulador.
En ciertas modalidades, segiin este aspecto de la invencién,
la secuencia del oligonucleotido inmunocestimulador y/o el

inmunémero es por lo menos parcialmente autocomplementario.
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MULTIMEROS DE OLIGONUCLEOTIDO INMUNOESTIMULADORES
(Registro de Abogado No. HYB-031 PC)
ANTECEDENTE DE LA INVEMCION
Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
Provisional U.S. NOmero de Serie 60/579,985, presentada en
Junio 15, 2004, y la Solicitud Provisional U.S. Serie Nfimero
60/599,362, presentada en Agosto 6, 2004. Las ensefianzas
completas de la Solicitudes referenciadas anteriormente se

incorporan aqui como referencia.

Campo de la Invencidn

La invencién se relaciona con estimulacién inmune por

andlogos de oligonucledtidos.

Resumen de la Técnica Relacionada

Tokunaga et al., J. Natl. Cancer Inst 72 (1984) 955-96;.
Pisetsky et al; Reich et al, Mol. Biol. Rep. 18 (1993) 217-
221; Krieg et al., Yi et al, Nature 374 (1995) 546-549 and
Sato et al, Science 273 (1996) 352-354 ensefia que el ADN de
bacteria, oligodesoxinucledtidos sintéticos, y vacunas de ADN

que contienen CpG-dinucelétidos no metilados en contextos de
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secuencia especificos (ADN CpG) activan el sistema inmune de

vertebrados.

Krieq et al, Annu. Rev. Immunol. 20 (2002) 709-760;
Dalpke et al, Biol. Chem. 383 (2002) 1491-1500 and Kandimalia
et al, Curr. Opin. Mol. Ther. 4 (2002) 122-129 ensefa que el
ADN CpG induce células inmunes innatas para produecir
citoquinas Thl que promueven respuestas (CTL) de linfocito T
citotéxicae y la produccién de inmunoglobulinas por células
B. las propiedades inmunoestimuladoras del ADN CpG han
permitido su uso como agentes terapéuticos para un amplio
espectro de indicaciones de enfermedad que incluyen céncer,
infecciones virales y bacterianas, trastornos inflamatorios y

como adyuvantes en inmunoterapia.

En adicién a las modificaciones quimicas, un nimero de
modificaciones estructurales influencian la actividad del ADN
CpG. Kandimalla et al, Nucleic Acids Res. 30 (2002) 4460-4469
ensefia que el ADN CpGs que contiene dos extremos 5'
accesibles libremente a través de un enlace 3’-3’ tiene mayor
actividad que el ADN CpG convencional que contiene miiltiples

copias de motivos CpG y un extremo 5’ {nico.

Kandimalla et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 306
(2003) 948-953 ensefia gue la presencia de una estructura
secundaria en el ADN CpG afecta significativamente su
actividad dependiendo de 1la posicién y naturaleza de la
estructura secundaria, que la presencia de la estructura de

estructura en horquilla en el extremo 5’ abroga la actividad
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estimuladora, y que la misma estructura en el extremo 3’
tiene un efecto insignificante en la actividad estimuladora
pero origina menor secrecién IL-6 y contribuye a mayor

estabilidad contra nucleasas.

Subsiste la necesidad para "personalizar" la respuesta

inmune a través de la modificacién de andlogos de

oligonucleétido.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

En un primer aspecto la invencién suministra un
oligonucledtido inmunoestimulador, la secuencia de la cual es
al menos parcialmente autocomplementario. El1 &cido nucleico
inmunoestimulador comprende una secuencia de oligonucleétido
que contiene al menos un dinucleétido seleccionado del grupo
que consiste de CpG, C*pG, C*pG* y CpG*, en donde C es
citidina o 2’-desoxicitidina, G es guanosina o 2'-
desoxiguanosina, C* es 2’-desoxitimidina, 1-(2’-desoxi-p-D-
ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-metil-purina, 2’-didesoxi-5-
halocitosina, 2’'-didesoxi-5-nitrocitosina, arabinocitidina,
arabinocitidina 2'-desoxi-2’-sustituida, arabinocitidina 2'-
0-sustituida, 2’ -desoxi-5-hidroxicitidina, 2’ -desoxi-N4-
alquil-citidina, 2’-desoxi-4-tiouridina, u otros andlogos de
nucleésido de pirimidina, G* es 2’-desoxi-7-desazaguanosina,
2’ —-desoxi-6-tioguanosina, arabinoguanosina, 2’ —desoxi-
2’ gustituida-arabinoguanosina, 2’ -0-sustituida-
arabinoguanosina, 2’-desoxiinosina, o otros anilogos de

nucleésido purina, y p es un enlace internucleésido

0\/(



/p'

WO 2006/002038 4 PCT/US2005/020911 \O

seleccionado del grupo que consiste de fosfodiéster,

fosforotiocato, y fosforoditiocato.

En algunas modalidades, el dcido nucleico
inmunoestimulador es de aproximadamente 2 a aproximadamente
50 nucelétidos de longitud. En ciertas modalidades el &cido
nucleico inmunoestimulador es de aproximadamente 12 a
aproximadamente 26 nucle6tidos de longitud. En algunas
modalidades, los oligonucleétidos cada uno tienen de
aproximadamente 3 a aproximadamente 35 residuos de
nuclebésidos, en modalidades adicionales de aproximadamente 4
a aproximadamente 30 residuos de nucle6sidos, en aun
modalidades adicionales de aproximadamente 4 a
aproximadamente 20 residuos de nucledésidos. En algunas
modalidades, los oligonucleétidos tienen de aproximadamente 5
a aproximadamente 18, o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 14, residuos de nucleésidos. Como sBe utiliza
aqui, el término "aproximadamente" implica que el numero
exacto no es critico. Asi, el nimero de residuos de
nucledésidos en los oligonucleétidos no es critico, y los
oligonucleétidos que tienen uno o dos residuos menos de
nucleésidos, o de uno a varios residuos de nucleésidos se
contemplan como equivalentes de cada una de las modalidades
descritas anteriormente. En algunas modalidades, uno o més de

los oligonucledétidos tiene 11 nucelétidos.

En un segundo aspecto 1la invencién suministra un
inmunémero que comprende al menos dos oligonucleétidos

enlazados por un ligador no nucledtido, en donde las
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secuencias de los oligonucleétidos inmunoestimuladores es al
menos parcialmente autocomplementario. En ciertas modalidades
de acuerdo con este aspecto de la invencién al menos uno de
los oligonucleétidos contiene al menos un dinucleédtido
seleccionado del grupo que consiste de CpG, C*pG, C*pG* y
CpG*, en donde C es citidina o 2’-desoxicitidina, G es
guanosina o 2’'-desoxiguanosina, C* es 2’-desoxitimidina, 1-
(2’ -desoxi-B-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-metil-1-

purina, 2’ -didesoxi-5-halocitosina, 2’ -didesoxi-5-
nitrocitosina, arabinocitidina, arabinocitidina 2/-desoxi-2'-
sustituida, arabinocitidina 2’-0-sustituida, 2’-desoxi-5-
hidroxicitidina, 2’'-desoxi-N4-alquil-citidina, 2’-desoxi-4-
tiouridina, u otros andlogos de nucleésido pirimidina, G* es
2’ -desoxi-7-desazaguanosina, 2' -desoxi-6-tioguanosina,
arabinoguanosina, 2’ -desoxi-2’sustituida-arabinoguanosina,
2’ -O-sustituida-arabinoguanosina, 2’-desoxiinosina, u otros
andlogos de nucledsido purina, Y P s un enlace
internucleésido seleccionado del grupo que consiste de

fosfodiéster, fosforotiocato, y fosforoditioato.

En algunas modalidades, el dcido nucleico
inmunoestimulador es de aproximadamente 2 a aproximadamente
50 nucelétidos de longitud. En ciertas modalidades el acido
nucleico inmunoestimulador es de aproximadamente 12 a
aproximadamente 26 nucelétidos de longitud. En algunas
modalidades, los oligonucleétidos cada uno tienen de
aproximadamente 3 a aproximadamente 35 residuos de
nucleésidos, o de aproximadamente 4 a aproximadamente 30

residuos de nucleésidos, o de aproximadamente 4 a

\
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aproximadamente 20 residuos de nucleésidos. En algunas
modalidades, los oligonucleétidos tienen de aproximadamente 5
a aproximadamente 18, o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 14, residuos de nucleésidos. Como se utiliza
aqui, . el término "aproximadamente" implica que el nfimero
exacto no es critico. Asi, el nlmero de residuos de
nucleésidos en los oligonucledétidos no es critico, y 1los
oligonucleétidos que tienen uno o dos residuos menos de
nucleésidos, o de uno a varios residuos de nucledésidos se
contemplan como equivalentes de cada una de las modalidades
descritas anteriormente. En algunas modalidades, uno o més de

los oligonucleétidos tiene 11 nucleétidos.

En un tercer aspecto la invencidn suministra
composiciones- farmacéuticas. Estas composiciones comprenden
una cualquiera de las composiciones descritas en el primeroc y
segundo aspectos de la invencién sean soclos o en combinacioén

y un portador farmacéuticamente aceptable.

En un cuarto aspecto la invencién suministra un método
para generar una respuesta inmune en un vertebrado. Este
método comprende administrar al vertebrado una cualquiera de
las composiciones, sola o en combinacién, descrita en el
primero, sequndo y tercero aspectos de la invencién. La
composicién descrita aqui se puede administrar a través de
cualquier ruta adecuada de administracién que incluye, pero
no estéd limitada a, parenteral, oral, sublingual,

transdérmica, tépica, intranasal, aerosol, intraocular,
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intratraqueal, intrarectal, vaginal, pistola de genes, parche

dérmico, gota oftélmica y enjuague bucal.

En un quinto aspecto de la invencién suministra un
método para tratar terapéuticamente un vertebrado que tiene
cincer, un trastorno autoinmune, inflamacién de la via aérea,
trastorno inflamatorio, trastorno de piel, alergia, asma o
una enfermedad originada por un patégeno. Este método
comprende administrar al vertebrade una cualquiera de las
composiciones, sola o en combinacién, descrita en el primero,
segundo y tercero aspectos de la invencién. La composicidn
descrita aqui se puede administrar a través de cualquier ruta
adecuada de administracién que incluye, pero no estd limitada
a, parenteral, oral, sublingual, transdérmica, tépica,
intranasal, aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal,
vaginal, pistola de genes, parche transdérmico, gotas para

0jos, gota para oidos y enjuague bucal.

En un sexto aspecto de la invencién suministra un método
para evitar céncer, un trastorno autoinmune, inflamacidén de
la wvia aérea, trastorno inflamatorio, trastorno de piel,
alergia, asma o una enfermedad originada por un patédgeno en
un vertebrado. Este método comprende administrar al
vertebrado una cualquiera de las composiciones, sola o en
combinacidn, descrita en el primero, segundo y tercero
aspectos de la invencidn. La composicién descrita aqui se
puede administrar a través de cualquier ruta adecuada de
administracién que incluye, pero no estd limitada a,

parenteral, oral, sublingual, transdérmica, tépica,

12
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intranasal, aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal,
vaginal, pistola de genes, parche transdérmico, gotas para

ojos, gota para oidos y enjuagque bucal.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Fiquras 1A y 1B son representaciones de varias
medalidades de la invencién. Ern la Figura 1B, m y n son

independientemente 0-1000.

La Figura 2 es un esquema sintético para la sintesis en
paralelo de inmunémeros de la invencién. DMTr = 4,4'-

dimetoxitritilo; CE = ciancetilo.

La Figura 3 describe un grupo de ligadores de molécula
pequeila representativos adecuados para la sintesis lineal de

inmunémeros de la invencién.

La Figura 4 es un esquema sintético para la sintesis
lineal de inmunémeros de la invencién. DMTr = 4,4'-

dimetoxitritilo; CE = cianoetilo.

La Figura 5 describe un grupo de ligadores de molécula
pequefia representativos adecuados para la sintesis en

paralelo de inmunémeros de la invencidn.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

Las patentes publicadas, solicitudes de patentes, y
referencias que se citan aqui se incorporan como referencia
para el mismo alcance como 8i cada una se indicara
especificamente para ser incorporada como referencia. En el
evento de inconsistencias entre cualquier ensefianza de
cualquier referencia citada aqui y la presente descripciédn,

la Gltima prevalece para propésitos de la invencidn.

La invencién se relaciona con el uso terapéutico de
oligionucleétidos como agentes inmunoestimuladores para
aplicaciones de inmunoterapia. La invencién también
suministra métodos para generar, mejorar y modificar la
respuesta inmune originada por compuestos inmunoestimuladores
utilizados para aplicaciones de inmunoterapia tales como,
pero no limitados a, tratamiento y /o prevencién de céncer
trastornos auto inmunes, asma, alergia respiratoria, alergias
alimenticias e infecciones por bacterias, pardsitos e
infecciones virales en adultos y aplicaciones humanas
pedidtricas y veterinarias. El asma alérgica es una cierta
condicién incorporada para tratamiento por los métodos vy
compuestos actuales. Asi, la invencién suministra
adicionalmente compuestos gque tienen niveles ©O6ptimos de
efecto inmunoestimulador para inmunoterapia y métodos para
hacer Yy utilizar tales compuestos. Adicionalmente,
oligonucledtidos inmunoestimuladores/inmunémeros de la

invencién son ftiles como adyuvantes en combinacién con

=
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vacunas de ADN, anticuerpos, alergias, agentes quimo

terapéuticos y oligonucleétidos antisentido.

En un primer aspecto la invencién suministra un
oligonucleétido inmunoestimulador, la secuencia del cual es
la menoe parcialmente auto complementario. El &cido nucleico
inmunoestimulador comprende una secuencia de &Acido nucleico
que contiene al menos un di nucleétido seleccién del grupo
gue consigte de CpG, C*pG, C*pG* y CpG*, en donde C es
citidina o© 2’-desoxicitidina, G es gquanosina o 2'-
desoxigquanosina, C* es 2’ desoxitimidina 1-(2’-desoxi-f-D-
ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-metil-purina, 2’-didesoxi-5-
halocitosina, 2’-didesoxi-5-nitrocitosina, arabinocitidina,
2' -desoxi-2’ -pustituida, arabinocitidina 2'-0-sustituida,
arabinocitidina, 2’-desoxi-5-hidroxicitidina, 2’'-desoxi-N4-
alquil-citidina, 2’-desoxi-4-tiouridina, u otros andlogos de
nucleésido pirimidina, G* es -2’-desoxi-7-desazaguanosina,
2' -desoxi-6-tioguanusina, arabinoguanosina, 2’-0-sustituido-
arabinoguanosina, 2' -desozinosina, u otros andlogos de
nucleésido purina y p es un enlace internucleésido
seleccionado del grupo que consiste de fosfodiéster,

fosforotioato, y fosforoditioato.

En algunas modalidades, el oligonucleétido
inmunoestimulador de aproximadamente 2 a aproximadamente 50
nucledtidos de longitud. En ciertas modalidades el
oligonucledétido inmunoestimulador es de aproximadamente 12 a
aproximadamente 26 nucledtidos de longitud. En algunas

modalidades, los oligonucleétidos son de aproximadamente 3 a

e
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aproximadamente 35 residuos de nucledsido o de
aproximadamente 4 a aproximadamente 30 residuos de
nuclebésido, o de aproximadamente 4 a aproximadamente 20
residuos de nucledésido. En algunas modalidades, los
oligonucleétidos tienen de aproximadamente 5 a
aproximadamente 18, o de aproximadamente 5 a aproximadamente
14, residuos de nuclebsido. Como sBe utiliza aqui el término
“aproximadamente” implica que el nimero exacto no es critico.
Asi, el nimero de residuos de nucledésido en los
oligonucledétidos no es critico y los oligonucledtidos que
tiene 1 o 2 residuos nucleésido menos, o de 1 a varios
residuos nucleésidos adicionales se contempla como
equivalentes de cada una de las modalidades escritas
anteriormente. En algunas modalidades uno o mi&s de los

oligonucleétidos tienen 11 nucledétidos.

Como se podrd reconocer por un experto en la técnica, la
secuencia complementaria de los oligonucledtidos permite para
el hidrégeno intermolecular unirse por lo cual da la
estructura secundaria de . oligonucleétidos. Los
oligonucleétidos adicionales pueden unirse juntos creando por
lo tanto una cadena o multimeros, de nucledétidos de acuerdo

con la invencién.

En un segqgundo aspecto de la invencién suministra un
inmunémero que comprende al menos 2 oligonucleétidos unidos
por un ligador non-nucleétido, en donde las secuencias de
oligonucleétidos inmunoestimuladores son al menos

parcialmente auto-complementario. En ciertas modalidades de
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acuerdo con este aspecto de la invencidén al menos uno de los
oligonucleétidos contiene al menos un dinucleétido
seleccionado del grupo que consiste de CpG, C*pG, C*pG* y
CpG*,en donde C es citidina o 2’'-desoxicitidina, G es
guanosina o 2’'-desoxigunosina, C* es 2’'-desoxicitidina, 1-
(2’ desoxi-p-D-ribofuranosil )-2-oxo-7-desaza-8-metil-purina,

2’ -didesoxi-5-halocitosina, 2’ —-didesoxi-5-nitrocitosina,
arabinocitidina, 2’ -desoxi-2’-sustituida, arabinocitidina,
2’ -0-sustituida, 2’-desoxi-5-hidroxicitidina, 2’-~desoxi-N4-
alquil-citidina, 2'-desoxi-4-tiouridina., u otros andlogos de
nuclebésido tridimina, G* es 2’-desoxi-7-desazaguanosina, 2'-
desoxi-6-tioguanosina, arabinoguanosina, 2’ -desoxi-
2’ sustituido-arabinoguanosina, 2’ -0-sustituido-
arabinoguanosina, 2’-desoxinosina, u otros analogos de
nucleésido purina, y P €8 un enlace internucledsido
seleccionado del grupo gque consiste de fosfodiéster,

forforotioato, y fosforoditiato.

En este aspecto, el &cido nucleico inmunoestimulador
comprende una estructura como se detalla en la férmula (I).

DominioA - Dominio B -Dominio C (1)

Los dominios se pueden formar de aproximadamente 2 a
aproximadamente 12 nucleétidos de longitud el dominio A puede
ger 5'-3* o 3'-5%' o 2'-5’' ADN, ARN, ANR-ADN, ADN- ARN que
tienen un dominio palindrémico o autocomplementario que
contiene o no contiene al menos un dinucleétido seleccionado
del grupo que consiste de CpG, C*pG, C*pG* y CpG*, en donde C

es citidina o 2’-desoxicitidina, G es guanosina o 2'-
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desoxiguanosina, C* es 2*-desoxitimidina, 1-(2’'-desoxi-p-D-
ribofuranosil )-2-oxo-7-desaza-8-metil-purina, 2’ -desoxi-5-
halocitocina, 2’-desoxi-5-nitrocitosina, arabinocitidina, 2’-
desoxi-2’-sustituido a arabinocitidina, 2’'-0O-sustituida, 2’-
desoxi-5-hidroxicitidina, 2’-desoxi-N4-alquil-citidina, 2’-
desoxi-4-tiouridina, u otros anédlogos de nucledésido
piriminida, G* es 2’'-desoxi-7-desazagquanodina, 2’-desoxi-6-
tioguanosina, arabinoaguanosina, 2' -desoxi-2’' sustituido-
arabinoguanosina, 2’ -O-sustituido-arabinoaguanosina, 2’ -
desoxinosina, u otros andlogos de nucleésido purina y p es un
enlace internucledsido seleccionado del grupo que consiste de
fosfodiéster, fosforotioato y fosforoditioato. En ciertas

modalidades, el nucleétido inmunoestimulador no es CpG.

En ciertas modalidades, el dominio A tendrd mds de un
dinucleétido seleccionado del grupo que consiste de CpG,

C*pG, C*PG* y CpG*.

Dominio B, como se describe por una “X” adelante es un
ligador que une los dominios A y C que pueden ser un enlace
3’- 5’, un enlace 2'-5' un enlace 3’-5’' o un grupo fosfato,
un nucleésido, o un ligador de non-nucleésido que puede ser
alifdtico, aromdtico, harilo, ciclico, quiral, aquiral, un
péptido, un carbohidrato , un lipido, un &cido graso, mono-

tri o hexapolietilenglicol, o una porcién de heterociclico.

El dominio C puede ser 5’-3' o 3'-5’, 2’-5’ ADN, ARN,
ARN-ADN, ADN-ARN Poli I Poli C que tiene una secuencia

palindrémica o auto complementaria, que contiene o no

14
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contiene un nucleétido seleccionado del grupo que consiste de
CpG, C*pG, C*pG,* CpG*,en donde C es citidina o 2’'-
desoxicitidina, G es guanosina o 2’ desoxiguanosina, C* es
2’ ~desoxitimidina, i-(2-desoxi-pf-D-ribofuranosil})-2-oxo-7-
desaza-8-metil-purina-2’'desoxi-2’-alacitosina, 2’-didesoxi-5-
nitrocitosina, arabinocitidina, arabinocitidina 2’-desoxi-2’-
sustituida, arabinocitidina 2’-0-sustituida, 2’-sustituida
2’ -degsoxi-5-hidroxicitidina, 2’-desoxi-N4-alquil-citidina, 2-
desoxi-4-tiorudina, u otros andlogos de nucledsido

pirimidina, G*es 2'-desoxi-7-desazaguanosina, 2’-desoxi-6-

tioguanosina, arabinoguanosina, 2! -desoxi-2’sustitudo-
arabinoguanosina, 2’ -o-sustitudo-arabinoguanosina, 2'-0-
sustituido-arabinoguanosina, 2' -desoxinosina, u otros

andlogos de nucledésido purina y p es un enlace
internucledésido seleccionado de grupo gque consiste de
fosfodiéster , fosforotioato, fosforoditioato. En ciertas
modalidades, el dinucleétido inmunoestimulador no es CpG. En
algunas modalidades, el dominio B es preferiblemente un
ligador no nucleotidico que conecta oligonucledtidos del

dominio A y dominio C, que se refieren como “inmunémeros”.

En ciertas modalidades el dominio C no tiene el
dinucleétido CpG, C*pG, C*pG* o CpG*.En algunas modalidades,
los oligonucleétidos contenidos en la férmula (I) son de
aproximadamente 12 a aproximadamente 50 nucledtidos de
longitud. En ciertas modalidades los oligonucledtidos
contenidos en la férmula (I) son de aproximadamente 12 a
aproximadamente 26 nucle6tidos de 1longitud. En algunas

modalidades, los oligonucleétidos cada uno tienen de
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aproximadamente 3 a aproximadamente 35 residuos de
nucledsido, preferiblemente de aproximadamente 4 a
aproximadamente 30 residuos de nucleésido, mas
preferiblemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 20
residuos de nucledsido. En algunas modalidades, los
oligonucleétidos tiene de aproximadamente 5 a aproximadamente
18 o de aproximadamente 5 a aproximadamente, 14 residuos
nucleésidos. Como se utiliza aqui, el término
“aproximadamente” implica gue el nGmero exacto no es critice.
Asi, el namero de residuos de nucledsido en el
oligonucledétido no es critico y los oligonucleétidos que
tiene 1 o 2 residuos nucledésidos menos, o de uno a varios
residuos nucledésidos adicionales ge contempla como
equivalentes de cada una de las modalidades descritas aqui.
En algunas modalidades, uno o mi&s oligonucledtidos tiene 11

nucledtidos.

Una secuencia auto-complementaria como se utiliza aqui
sae refiere a una secuencia base que, luego de alineacidn
adecuada, puede formar intramolecular o, mas tipicamente,
apareamiento base intramolecular entre G-C,A-T, A-U y/o pares
oscilantes G-U. En una modalidad el alcance de auto-
complementariedad es de al menos el 50 por ciento. Por
ejemplo un 8-mero que es de al menos 50 por ciento auto-
complementario puede tener una secuencia capaz de formar 4,
S5, 6, 7, u 8 pares base ondulantes G-C, A-T, A-U y/o G-U.
Tales pares base pueden necesitar no necesariamente
involucrar bases ubicadas en cualquier extremo del

oligonucleétido y/o inmunémero inmunoestimulador auto-
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complementario en donde la estabilizacién del &cido nucleico
puede ser importante para el oligonucledétido y/o inmunémero
inmunoestimulador, este puede ser ventajoso para “agarrar”
uno o ambos extremos de un &cido nucleico de doble hebra ya
sea mediante apareamiento base o mediante cualquier otro
medio adecuado. El grado del auto complementariedad puede
depender de la alineacién entre el oligonucleétido y/o
inmunémero o inmunoestimulador y tal alineacién puede no
incluir lanzamientos sencillos o miltiples del nucleésido. En
otras modalidades, el grado de auto-complementariedad es de
al menos 60 por ciento al menos, 70 por ciento, al menos 80

por ciento, al menos 90 por ciento, o aun 100 por ciento.

Consideraciones similares aplican a apareamiento base
intermolecular entre oligonucledsidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores de diferentes secuencia base, asi en
donde una pluralidad de oligonucleétidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores que utilizan juntes, la pluralidad de
oligonucleétidos y/o inmunémeros inmunoestimuladores puede,
pero no necesita incluir secuencias que son al menos
parcialmente complementarias a otra. En una modalidad 1la
pluralidad de oligonucledétidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores incluye un oligonucleétido y/o inmunémero
inmunoestimulador que tiene una primer secuencia y un
oligonucle6étido y/o inmunémero inmunoestimulador que tiene
una segunda secuencia en donde la primera secuencia y la
segunda secuencia son al menos 50 por ciento complementarios.
Por ejemplo, entre dos B8-meros que son al menos el 50 por

ciento de complementarios, ellos pueden formar 4, 5, 6, 7, o

1;1r



WO 2006/002038 17 PCT/US2005/020911

8 G-C-, A-T, A-U, y/o G-U. Las tales pares bases pueden
necesitar no necesariamente involucrar bases ubicadas en
cualquier extremo de los oligonucleétidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores complementarios. En grado de
complementariedad puede depender de la alineacién entre los
oligonucleétidos y/o inmunémeros inmunoestimuladores, y tal
alineacién, puede o no incluir lanzamientos simples- o
miltiples de nucleésido en otras modalidades, el grado de
complementariedad es de la menos 60 por ciento, al menos 70
por ciento, al menos 80 por ciento, al menos 90 por ciento, o

aun 100 por ciento.

Por via de ejemplos no limitantes en ciertas modalidades
de ese aspecto el adcido nucleico inmunoestimulador tendr& una

estructura como se detalla en la férmula (II)

(' A 3 ¢ e A 2 e v
-I-ulux |-l-—-x
5 & g C &Y K g ¢ ")

an ?

Como se reconocerd por un experto en la técnica, los
compuestos de édcido nucleico/inmunémero inmunoestimuladores
descritos tienen estructura secundaria debido a que las
secuencias de los dominios son complementarios permitiendo la
unién intermolecular de hidrégeno. Los dominios A y A’ pueden
o0 no ser idénticos, los dominios A y C pueden o no ser
idénticos, los dominios A y C’ pueden o no ser idénticos los
dominios A’ y C pueden o no ser idénticos los dominios A’ y
C’ pueden o no ser idénticos, los dominios B y B’ pueden o no

ser idénticos y los dominios C y C’ pueden o no ser

12
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idénticos. Mas aun, como se muestra en la fiqura I
inmunémeros adicionales pueden unirse a través de unién de
hidrégeno intermolecular creando por lo tanto una cadena, o
multimeros, de inmunémeros de acuerdo con la invencién. N
puede ser cualquier nGmero de compuestos de inmundmero auto

complementarios continuos.

Como se utiliza aqui el término “Complementariedad”
significa que tiene la capacidad para hibridizar a un &acido
nucleico. Tal hibridizacién es ordinariamente el resultado de
la unién de hidrSgeno entre hebras complementarias,
preferiblemente para formar pares base Watson-Crick o
Hoogsteen, aungque otros modos de unién de hidrégeno asi como
también pegado de base también pueden conducir a la

hibridizacién.

Como se utiliza aqui, el término “Estructura Secundaria”
se refiere a unién de hidrégeno intermolecular. La unién de
hidrégenc intermolecular resulta en 1la formacién de una

molécula de &cido nucleico duplicada.

“Secuencia Palindrémica" debe significar una repeticidn
invertida (es decir, una secuencia tal como ABCDEE’D'C’B’A’
en el que A y A’, B y B’, etc., son bases capaces de formar
los pares base Watson-Crick usuales. In vivo, las secuencias
pueden formar estructuras de doble hebra. En una modalidad el
4cido nucleico CpG contiene una secuencia palindrémica. Una
secuencia palindrémica utilizada en este contexto se refiere

a un palindromo en el que el CpG es parte del palindromo. En

A
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algunas modalidades el CpG es el centro del palindromo. En
otra modalidad, el 4&cido nucleico CpG es 1libre de un
palindromo. Un &cido nucleico inmunoestimulador que es libre
de un palindromoc es uno en el gque el dinucleétido CpG no es
parte de un palindromo. Tal un oligonucleétido puede incluir

un palindromo en el gque el CpG no el centro del palindromo.

Para propésito de la invencién, el término
“oligonuclebdtido"” se refiere aun polinucledésido formado de
una pluralidad de unidades de nucledsido ligadas. Tales
oligonucleétidos se pueden obtener de fuentes de éacido
nucleico existentes, que incluyen genémico o cADN, peor estén
preferiblemente producidos por métodos sintéticos. En algunas
modalidades cada unidad de nucledsido incluye un
heterociclico base Y un pentofuranosilo, 27 -
desoxipentafuranosilo, trehalosa, arabinosa, arabinosa 2’'-
desoxi-2'-sustituida, arabinosa 2’-0- sustituida o grupo
azficar hexosa. Los residuos nucleésidos se pueden acoplar el
uno al otro mediante cualquiera de numercsos enlaces
internucleésidos conocidos. Tales enlaces internucledsido
incluyen, 8in limitacién, fosfodiéster, fosforotioato,
fosforoditioato, alquilfosfonoato, alquilfosfonotioato,
fosfotriester, fosforamidato, siloxano, carbonato,
carboalcoxi, acetamidato, carbamato, morfolino, borano,
tioéter, fosforamidato de puente, fosfonato metileno de
puente, fosforotioato de puente, y enlaces internucleésido
sulfona. El término "oligonucledtido" también  abarca
polinucleésidos que tienen uno o mds enlaces internucleésido

esteroespecifico (por ejemplo, (RP)- o (SP)-fosforotioato,

25
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alquilfosfonato, o enlaces fosfotriéster). Como se utiliza
aqui, los términos "oligonucledtido" y "dinucle6tido" se
pretende que expresamente incluyan polinucleésidos y
dinucleésidos gque tienen cualquiera de tales enlaces
internucledésido, s8i ©0 no el enlace comprenda un grupo
fosfato. En ciertas modalidades, estos enlaces
internucledésido pueden ser fosfodiéster, fosforotioate, o

enlaces fosforoditicato, o combinaciones de estos.

El término "oligonucleétido” también abarca
polinucleésidos que tienen sustituyentes adicionales que
incluyen, gin limitacién, grupos de proteina, grupos
lipofilicos, agentes intercalantes, diaminas, &cido félico,
colesterol y adamantano. El término "oligonucledétido" también
abarca cualguier otro polimero que contiene nucleobase, que
incluye, s8in limitacién, &dcidos nucleicos de péptido (PNA),
fcidos nucleicos de péptido con grupos fosfato (PHONA),
dcidos nucleicos asegurados (LNA), oligonucledtidos de
estructura morfolino, y oligonucleétidos que tienen secciones

de estructura con ligadores alquilo o ligadores amino.

Los oligonuclebétidos de la invencién_ pueden incluir
nuclebésidos de ocurrencia natural, nucleésidos modificados, o
mezclas de estos. Como se utiliza aqui, el término
“nucledésido modificado" es un nucledsido que incluye una base
heterociclica modificada, una porcidén de azicar modificada, o
una combinacién de éstos. En algunas modalidades, el
nucleésido modificado es un nucleésido pirimidina no natural

© nucleésido purina, como se describié aqui. En algunas
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modalidades, el nucledésido modificado es un ribonucleésido
2’ -gustituido un arabinonucleésido o un 2/’-desoxi-2'-

sustituido arabinosida.

Para propésitos de la invencidn, el término
"ribonucleésido 2’-sustituido” o "arabinosida 2’-sustituida”
incluye ribonucleésidos o arabinonucleésidos en el que el
grupo hidroxilo en la posicién 2’ de la porcidén pentosa se
sustituye para producir un ribonucleésido 2'-sustituido o 2’-
O-gustituido. En ciertas modalidades tal sustitucién esté
dentro de un grupo alquilo inferior que contiene 1-6 &tomos
de carbono saturados o insaturados, o con grupo arilo que
tiene 6-10 Atomos de carbono, en donde tal alquilo, o grupo
ariloc se puede sustituir o no sustituir, por ejemplo, con
halo, hidroxi, trifluorometilo, ciano, nitro, acilo,
acilooxi, alcoxi, carboxilo, carboalcoxi, o grupos amino.
Ejemplos de ribonucle6étidos 2'-0-sustituidos o 2'-0-
sustituido-arabinosidas incluyen, sin limitacién 2'-0-
metilribonucleésidec s o 2°-0- metilarabinosidas y 2’-0-

metoxietoxiribonucledsido s o 2’-0- metoxietoxiarabinosidas.

El término "ribonucleésido 2’-sustituida" o "arabinosida
2’ -gustituida” también incluye ribonucledésido B o
arabinonucleésido 8 en la que el grupo 2’-hidroxilo se
reemplaza con un grupo alquilo inferior que contiene 1-6
dtomos de carbono o insaturado o con un grupo amino o halo.
Ejemplos de tales ribonucleésido s 2'-sustituidas o

arabinosidas 2’'-sustituidas incluyen, sin limitacién, 2'-
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amino, 2’-fluoro, 2’'-alilo, y 2’-propargilo ribonucleésido s

o arabinosidas.

El término "oligonucleétido” incluye oligonucleétidos
hibridos y quiméricos. Un "oligonucledétido quimérico” es un
oligonucleétido gque tiene mds de un tipo de enlace
internucledésido. Un ejemplo no 1limitante de tal wun
oligonucleétido quimérico es un cligonucledétido quimérico que
comprende un fosforotioato, fosfodiéster o regién
fosforoditioato y no enlaces 1iénicos tales como alquil
fosfato o enlaces alquilfosfonoticato (ver por ejemplo,

Pederson et al. Patentes U.S. Nos. 5,635,377 y 5,366,878).

Un "oligonucleétido hibrido" es un oligonucleétido que
tiene més de un tipo de nucleésido. Un ejemplo no limitante
de tal un oligonucle6tideo hibrido comprende una reqién de
ribonucleétido o regién de ribonucleétido 2’ sustituida, y
una regién de desoxiribonucleétido (ver, por ejemplo, Metelev
and Agrawal, Patente U.S. No. 5,652,355, 6,346,614 vy

6,143,881).

Alternativamente, la molécula de &cido nucleico de la
invencién puede tener dos inmunémeros enlazados por via de un

ligador no nucleotidico.

En ciertas modalidades de la invencidén, al menos un
oligonucleé6tido inmunocestimulador de la invencidén comprende
un dinucleétido inmunoestimulador de la férmula 5’-Pyr-Pur-

3’, en donde el Pyr es un nucledsido de pirimidina natural o



WO 2006/002038 23 PCT/US2005/020911

andlogo de este y el Pur es un nucle6eido purina natural o
andlogo de esta. Como se utiliza aqui, el término “nucleésido
pirimidina” se refiere a un nuclef6sido en donde el componente
base del nucleésido es una base pirimidina. De formal
similar, el término “nucleésido purina” se refiere a un
nucleésido en donde el componente base del nucledésido es una
base purina. Para los propésitos de la invencién, un “una
pirimidina sintética” o un nucleésido de purina incluye una
pirimidina de ocurrencia natural o base purina, una porcién
de azficar de ocurrencia no natural, y una combinacidén de

estos.

En ciertas modalidades los nucleésidos de pirimidina en
los oligonucleétidos y/o inmundmeros inmunoestimuladores
utilizados en el método de acuerdo con la invencién tienen la

estructura (III):

a5

en donde:

D es un donante de enlace de hidrdégeno;

D’ se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno,
donante de enlaces de hidrégeno, aceptador de enlace de
hidrégeno, grupo hidrofilico, grupo hidréfugo, grupo de

retirada de electrones y grupo donante de electrones;

24
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A es un aceptador de enlace de hidrégeno o un grupo

hidrofilico;

A’ se selecciona del grupo que consiste de aceptador de
enlace de hidrégeno, grupo hidrofilico, grupo hidréfugo,
grupo de retirada de electrones y grupo donante de

electrones;

X es un carbono o nitrégeno; y

S’ es una pentosa o anillo de azficar hexosa, o un azicar

de ocurrencia no natural.

En ciertas modalidades, el anillo de azGcar se deriva
con una porcién fosfato, porcién de fosfato modificada, u
otra porcién ligadora adecuada para enlazar el nucledsido

pirimidina a otro nucleésido o anélogo de nucleédsido.

En algunas modalidades 1los donantes de enlace de
hidrégeno incluyen, sin limitacién, -NH~, -NH;, -SH y -OH.
Aceptadores de enlace de hidrégeno preferido incluyen, sin
limitacién, C=0, C=S, y los &tomos de nitrégeno del anillo de

un heterociclo aromdtico, por ejemplo N3 de citosina.

En algunas modalidades, la porcién base en (III) es una
base pirimidina de ocurrencia no natural. Ejemplo de bases
pirimidina de ocurrencia no natural incluyen, sin limitacién,

5-hidroxicitosina, S5-hidroximetilcitosina, N4-alquilcitosina,

30
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o N4-etilcitosina, y 4-tiouracilo. En algunas modalidades, la
porcién de azicar S’ en (III) es una porcién de azicar de
ocurrencia no natural. Para prop6sito de la presente
invencidén, una "“porcién de azicar de ocurrencia natural” es
una porcién de azlcar que ocurre naturalmente como parte de
dcido nucleico, por ejemplo, ribosa y 2’-desoxiribosa y una
"porcién de azicar de ocurrencia no¢ natural” es cualqguier
azicar gue no ocurre naturalmente como parte de un &cido
nucleico, pero gque se puede utilizar en la estructura para un
oligonucleétido, por ejemplo, hexosa. Arabinosa y derivados
de arabinosa son ejemplos no limitantes de porciones de

azQcar.
En algunas modalidades los andlogos de nucledésido purina
en oligonucledétidos y/o inmunémeros inmunoestimuladores

utilizados en el métode de acuerdo con la invencién tienen la

egstructura (IV):

en donde:

D es un donante de enlace de hidrégeno;

D’ se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno,

donante de enlace hidrégeno, y grupo hidrofilico;

3\
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A es un aceptador de enlace de hidrégeno o grupo

hidrofilico;

X es carbono o nitrégeno;

Cada 1. se selecciona independientemente del grupo que

consiste de C, O, Ny S; y

S’ es un anillo de azlicar hexosa o pentosa, o un aziicar

de ocurrencia no natural.

En ciertas modalidades, el anillo de azlicar se deriva
con una porcién fosfato, porcién de fosfato modificada, u
otra porcién ligadora adecuada .para enlazar el nucleésido

pirimidina a otro nucleésido o andlogo de nucleésido.

En ciertas modalidades 1los donantes de enlace de
hidrégeno incluyen, sin limitacién, -NH-, -NH;, -SH y -OH.
Aceptadores de hidrégeno preferido incluyen, sin limitacién,
C=0, C=8, -NO; y los Atomos de nitrSgeno del anillo de un

heterociclo aromdtico, por ejemplo, N1 de guanina.

En algunas modalidades, la porcion base en (IV) es una
base purina de ocurrencia no natural. Ejemplos de bases de
purina de ocurrencia no natural preferidos incluyen, sin
limitacién, 6-tioguanina y 7-desazaguanina. En algunas

modalidades, la porcién de azficar S’ en (IV) es una porcién
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de azicar de ocurrencia natural, como se describe

anteriormente para la estructura (III).

En un tercer aspecto de 1la invencién suministra
composiciones farmacéuticas. Estas composiciones comprenden
una cualquiera de las composiciones descritas en el primero y
segundo de la invencién sean solos o en combinacién y un
portador farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza aqui,
el término "fisioldgicamente aceptable” se refiere a un
material gque no interfiere con la efectividad de 1la
composicién del primero, segqgundo ‘o tercer aspectos de 1la
invencién y es compatible con un sistema bioldgico tal como
una célula, cultivo celular, tejido, u organismo. En ciertas
modalidades, el sistema bioldgico es un organismo viviente,

tal coma un vertebrado.

Como se utiliza aqui, el término "portador" abarca
cualquier excipiente, diluyente, llenador, sal, amortiguador,
estabilizador, solubilizador, 1lipido, u otro material bien
conocido en la técnica para uso en formulaciones
farmacéuticas. Se entenderd que 1las caracteristicas del
portador, excipiente, o diluyente dependerédn de la ruta de
administracién para una aplicacién particular. La preparacién
de formulaciones farmacéuticamente aceptables gque contienen
estos materiales se describen en, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, l1lB8ava Edicién, ed. A. Gennaro, Mack

Publishing Co., Easton, PA, 1990, ISBN: 0-912734-04-3.
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Composiciones farmacéuticas de la invencién también
pueden incluir una vacuna contra el céncer, que incluye una
vacuna contra el cédncer seleccionada de EFG, Vacunas anti-
céncer Anti-idiotipicas, Antigeno Gp75, vacuna de melanoma
GMK, vacuna de conjugado de gangliosida MGV, Her2/new,
Ovarex, M-Vax, O-Vax, L-Vax, STn-KHL teratopo, BLP25 (MUC-1),
vacuna idiotipica liposomal, Melacina, vacunas de antigeno de
péptido, vacunas de toxina/antigeno, vacuna MVA-vased, PACIS,

vacuna BCG, virus DISC, TA-CIN, TA-HPV, e ImmunCyst/TheraCys.

En varias modalidades de la invencién, las composiciones
del primero, sequndo o terceros aspectos de la invencién
pueden ligarse covalentemente a un antigeno o asociarse de
otra forma operativamente con un antigeno. Como se utiliza
aqui, el término "asociado operativamente con" ge refiere a
cualquier asociacién que mantiene 1la actividad de las
composiciones del primero, segundo o tercero aspectos de la
invencién. y el antigeno. Ejemplos no limitantes de tales
asociaciones operativas incluyen ser parte del mismo liposoma
u otro de tales vehiculos de suministro o reactivos. En
modalidades en donde las composicién del primero, segundo o
tercero aspectos de la invencién se ligan covalentemente a un
antigeno, tal enlace covalente estd en cualquier posicién en
las composiciones del primero, seqgundo o tercero aspectos de
la a diferencia de un extremo 5’ accesible de un
oligonucleétido inmunoestimulador. Por ejemplo, el antigeno
se puede unir en un enlace internucledsido o se puede unir al
ligador no nucleotidico. Alternativamente, el antigeno puede

en si mismo ser un ligador no nucleotidico.
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En varias modalidades de la invencién, las composiciones
del primero, segundo o tercero aspectos de la invencién puede
incluir un oligonucleétido con actividad antisentido. Como se
utiliza aqui, "actividad antisentido” significa que el
oligonucleétido, cuando se introduce en una célula o en un
animal, origina una reduccién en la expresién del gen para el

cual este es complementario.

En varias modalidades de la invencidén, las composiciones
del primero, sequndo o tercero aspectos de la invencién
pueden incluir una secuencia de oligonucleétido que es un
aptémero. Los aptédmeros son moléculas de &cido nucleico que
se han seleccionado de grupos aleatorios basados en su
capacidad para unir otras moléculas. Los aptameros se han
seleccionado ya que unen 4&cidos nucleicos, proteinas,
compuestos orgdnicos pequefios, y aun organismos completos.
Estas moléculas novedosas tienen muchos usos potenciales en
medicina y tecnologia (ver, por ejemplco, Burgstaller P., et

al. Curr Opin DrugDiscov Devel. 5: 690-700 (2002)).

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se
pueden administrar mediante cualquier ruta adecuada, que
incluye, sin limitacién, parenéeral, oral, sublingual,
transdérmica, tépica, intranasal, aerosol, intraocular,
intratraqueal, intrarectal, vaginal, por pistola de gen,
parche dérmico o gota oftédlmica o en forma de enjuague bucal.
Las composiciones farmacéuticas 8se pueden suministrar
utilizando procedimiento conocidos en dosis y durante

periodos de tiempo efectivos para obtener el efecto deseado,
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por ejemplo el tratamiento del céncer, el tratamiento de
infeccién y el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
Cuando se administra sistémicamente, las composiciones
farmacéuticas se administran en una dosis suficiente para
lograr un nivel de sangre de 1las composiciones primero,
seqgundo y/o tercero aspectos de la invencién de
aproximadamente 0.0001 micromolar a aproximadamente 10
micromolar. Para administracién localizada, concentraciones
mucho mds bajas que esta pueden ser efectivas, vy
concentraciones mucho miés altas se pueden tolerar. En ciertas
modalidades, un dosis total de oligonucledtidos y/o
inmunémero inmunoestimulador varia de aproximadamente 0.0001
mg por paciente por dia a aproximadamente 200 mg por kg de
peso corporal por dia. Podria ser deseable administrar
simultédneamente, © secuencialmente una cantidad efectiva
terapéuticamente de uno o mis de las composiciones
terapéuticas de la invencién en un individuo como un episodio

de tratamiento idnico.

Oligonucledétidos inmunoestimuladores se cCcrean como
inmunémeros utilizando los siguientes protocolos para
sintesis. Los oligonucleétidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores de la invencién se pueden sintetizar
convenientemente utilizando un sintetizador automatizado y y
una aproximacién de fosforamidita <como se describe
esquemdticamente en las Figuras 2 y 4. En algunas
modalidades, los oligonucleétidos y/o inmunémeros
inmunoestimuladores se sintetizan mediante una aproximacién

de eintesis lineal (ver Figura 2). Ligadores representativos
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para esta sintesis se representan en la Figura 3. Como se
utiliza aqui, el término "sintesis linear" se refiere a una
sintesis que inicia en un extremo del inmunémero y progresa
linealmente al otro extremo. La sintesis linear permite la
incorporacién de unidades monoméricas idénticas o no
idénticas (en términos de longitud, composicién base y/o
modificaciones quimicas incorporadas) en oligonucledtidos y/o

inmunémeros inmunoestimuladores.

Un modo alternativo de sintesis para oligonucledtidos
inmunoestimuladores y/o inmunémeros es *gintesis en
paralelo”, en la que la sintesis procede hacia afuera de una
porcién ligadora central (ver Figura 4). Ligadores
representativos para este método de sintesis se presentan en
la Figqura 5. Un soporte s8délido unido al ligador se puede
utilizar para la sintesis en paralelo, comos e describe en la
Patente No. 5,912,332. Alternativamente, un soporte sdlido
universal, tal como fosfato unido a soporte de vidrio de poro

controlado se puede utilizar.

Sintesis de paralelo de oligonucleétidos y/o inmunémeros
inmuncestimuladores tienen varias ventajas sobre la sintesis
lineal: (1) las sintesis en paralelo permite la incorporacién
de unidades monoméricas idénticas; (2) a diferencia de la
sintesis lineal, ambos (o todos) las unidades monoméricas se
sintetizan al mismo tiempo, por lo cual el nGmero de etapas
sintéticas y el tiempo requerido para la sintesis es el mismo

como aquel de una unidad monomérica; y (3) la reduccién en
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etapas sintéticas mejora la pureza y el rendimiento del

producto de inmunémero final.

Al final de la sintesis sea por protocolo de sintesis
lineal o sintesis en paralelo, los oligonuclebdtidos o
inmunémeros inmunoestimuladores de acuerdo con la invencidn
se pueden desproteger convenientemente con solucién de amonio
concentrado o como se recomienda por el proveedor
fosforamidita, si un nucleésido modificado se incorpora. El
producto oligonucleétide y/o inmundémero inmunoestimulador se
purifica preferiblemente mediante HPLC, de fase reversa, se

detritila, se desalifica y se dializa.

Las composiciones descritas en el primero segundo y
tercero aspectos de 1la invencién pueden comprender el
oligonucleétido o inmunémero inmuestimulador solo © como
conjugados oligonucleétidos/inmunémerc. Un conjugado de
oligonucledtido/inmunémere comprende un oligonucledtido o
inmunémero, como se describié anteriormente y un agente
conjugado para el oligonucleétido y/o inmunémero en una
posicién diferente al extremo 5’ accesible. En algunas
modalidades, el ligador no nucletidico comprende un antigeno,
que se conjuga con el oligonucleétido. En algunas otras
modalidades, el antigeno se conjuga al oligonucledtidos en
una posicién diferente a su extremo 3’. En algunas
modalidades, el antigeno produce un efecto de vacuna. El
oligonucleétido o inmundmero inmunoestimulador soclo o como
conjugado oligonucledtido/inmunémero se puede administrar en

los métodos discutidos adelante.
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El antigeno se selecciona opcionalmente a partir de
antigenos asociados con un patégeno, antigenos asociados con
un céncer, antigenos asociados con un trastorno autoinmune, y
antigenos asociados con otras enfermedades tales como, pero
no limitados a, enfermedades veterinarias o pediatricas, o en
donde el antigeno es un alergeno. Para propdésitos de la
invencién, el término "asociado con" significa que el
antigeno estd& presente cuando el patdgeno, céncer, trastorno
autoinmune, alergia alimenticia, alergia de piel, alergia
regpiratoria, asma u otra enfermedad esté& presente, pero no
estid presente, o estd presente en cantidades reducidas,
cuando el patégeno, céncer, trastorno autoinmune, alergia
alimenticia, alergia de piel, alergia respiratoria, o otra

enfermedad estd ausente.

El inmunémero se liga covalentemente al antigeno, o este
se asocia operativamente de otra forma con el antigeno. Como
se utiliza aqui, el término "asociado operativamente con" se
refiere a cualquier asociacién que mantiene la actividad del
inmunémero y antigeno. Ejemplos no limitantes de tales
asociaciones operativas incluyen ser parte del mismo liposoma
u otro de tales vehiculos de suministro o reactivo. En
meodalidades en donde el inmunémero se liga covalente con el
antigeno, tal enlace covalente preferiblemente estd en
cnalquier posicién en el inmunémero a diferencia de un
extremo 5’ accesible de un oligonucleétido inmunoestimulador.
Por ejemplo, el antigeno se puede unir en un enlace

internucledésido o se puede unir al ligador no nucleotidico.
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Alternativamente, el antigeno puede en si mismo ser un

ligador no nucleotidico.

En un cuarto aspecto, la invencién suministra métodos
para generar Yy/o modular una respuesta inmune en un
vexrtebrado, tales métodos comprenden administrar al
vertebrado un inmunémero o conjugado de inmunémero de acuerdo
con la invencién. En algunas modalidades, el vertebrado es un
mamifero. Para propésitos de esta invencidén, el término
"mamifero” pretende expresamente que incluya humanos. En
ciertas modalidades el inmunémero o conjugado de inmunémero
se administra a un vertebrado en necesidad de

inmunoestimulacién.

Como se utiliza aqui, el término “modulacién” o
*modular” significa incrementar o reducir la actividad
inmunoestimuladora de un &cido nucleico inmunoestimulador
relacionado con aquel del &cido nucleico inmunoestimulador

pariente.

En los métodos de acuerdo con este aspecto de la
invencién, 1la administracién de inmunémeros puede ser
mediante cualquier ruta adecuada, que incluye, sin
limitacién, parenteral, oral, sublingual, transdérmica,
tépica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal,
subcuténea, intradérmica, aerosol, intraocular,
intratraqueal, intrarectal, vaginal, por pistolas de genes,
parche dérmico, o en gota oftédlmica o en forma de enjuague

bucal. La administracién de las composiciones terapéuticas de
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inmunémeros se puede llevar a cabo utilizando procedimientos
conocidos en dosis y durante periodos de tiempo efectivo para
reducir 1los sintomas © marcadores subrugados de 1la
enfermedad. Cuando se administra sistémicamente, la
composicién terapéutica se administra preferiblemente en una
dosis suficiente para lograr un nivel sanguineo de inmunémero
de aproximadamente 0.0001 micromolar a aproximadamente 10
micromolar. Para la administracidn localizada,
concentraciones mucho mas gque estas pueden ser efectivas, y
concentraciones mucho mias altas sSe pueden tolerar.
Preferiblemente, una dosis total de inmunémeros varian de
aproximadamente 0.001 mg por paciente por dia a
aproximadamente 200 mg por kg de peso corporal por dia. Puede
ser deseable administrar simultdneamente, o secuencialmente
una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o més de las
composiciones terapéuticas de la invenci6n para un individuo

como un episodio de tratamiento dnico.

Ya sea el inmunémero ¢ la vacuna, o ambos, se pueden
ligar opcionalmente a una proteina inmunogénica, tal como
hemocianina lapa ojo de cerradura (KLH), subunidad de toxina
B de célera, o cualquier otra proteina portadora inmunogénica
o proteina portadora no inmunogénica. Cualquiera de &l
plétora de adyuvantes se puede utilizar incluyendo, sin
limitacién, adyuvantes completo de Freund, adyuvante
incompleto de Freund, KLH, lipido A monofosforil (MPL),
altmina y saponinas, que incluyen QS-21, imiquimod, R848, o

combinaciones de estos.

S\
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Receptores similares a peajes (TLR) funcionan como
sensores de infeccién e inducen la activacién de respuestas
inmunes innatas y adaptables. E1 TLR reconoce una amplia
variedad de ligandos, llamados patrones moleculares asociados
con patégenos (PAMP). Luego del reconocimiento conservado de
productos moleculares asociados con patdgenos, el TLR activa
respuestas de defensas de huésped a través de su dominio de
sefializacién intracelular, el dominio receptor (TIR)
Toll/interleuquina-1l, y el adaptador corriente abajo de la
proteina MyD88. Las células dendriticas y macréfagos
normalmente responden a <c¢itoquinas y ligandos (TLR)
receptores similares a Toll (por ejemplo, interleuquina-l”;
factor de necrosis de tumor e IL-6 TNF), que también ellos
producen; células asesinas naturales (NK) y células T también
se involucran en el circuito proinflamatorio. Después de la
estimulacién TLR mediante compuestos bacteriales, las células
inmunes innatas liberan una variedad de citoquinas. Algunos
ejemplos de ligandos TLR incluyen, pero no sSe limitan a,
lipoproteinas; peptidoglican, zimosan (TLR2), ARN de doble
hebra, poliI: poliC (TLR3), lipopolisacarido, proteinas de
choque de calor, taxol (TLR4), flagelina {TLR5),
imidazoquinolinas-R848, resiquimod, imiquimod; s8SARN
(TLR7/8), beta-linfocitos (TLR10) y E. coli uropatogénico

(TLR11).

Los métodos de acuerdo con este aspecto de la invencidn
son (tiles para estudios de modelos del sistema inmune. Los
métodos también son {itiles para el tratamiento profiléctico o

terapéutico de enfermedad humana o animal. Por ejemplo, los

wz
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métodos son {tiles para aplicaciones de vacuna pedidtrica y

veterinaria.

En un quinto aspecto, la invencién suministra métodos
para tratar terapéuticamente un vertebrado que tiene una
enfermedad o trastorno, tales métodos comprenden administrar
al vertebrado un inmunémero o conjugado de inmunémero de
acuerdo con la invencién. En varias modalidades, 1la
enfermedad o trastorno a ser tratado es cédncer, un trastorno
autoinmune, inflamacién de la via aérea, trastornos
inflamatorios, alergia, asma, o una enfermedad originada por
un patdégeno. Patégenos incluyen bacterias, par&sitos, hongos,
virus, priones. La administracion se lleva a cabo como se

describe para el cuarto aspecto de la invencién.

Para propésitos de la invencién, el término “alergias”
incluye, sin limitacién, dermatitis atépica por alergia de
alimento, rinitis alérgica (también conocida como fiebre del
heno), conjuntivitis alérgica, urticaria (también conocida
como panales), alergias respiratorias y reacciones alérgicas
a otras sustancias tales como litex, medicaciones y picaduras
de insectos que resultan cominmente de rinitis-sinusitis
alérgica, otitis media y COPD. El términc “inflamacién de la
via aérea” incluye, sin limitacién asma. Ejemplos especificos
de asma incluyen, pero no estdn limitados a, asma alérgica,
asma no alérgica, asma inducida por ejercicio, asma

ocupacional, y asma nocturna.
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El asma alérgica se caracteriza por obstruccién de la
via aérea asociada con alergias y accionada por sustancias
llamadas alergenos. Los activadores del asma alérgica
incluyen, pero no estan limitados a, polen aéreo, moldes,
escamas animales, &caros de polvo domestico y deposiciones de
cucaracha. El1 asma no alérgica se origina por infecciones
virales, ciertas medicaciones o irritantes encontrados en el
aire que agravan las vias aéreas y la nariz. Accionadores del
asma no alérgico incluyen, pero no estidn limitados a,
particulas aéreas (por ejemplo carbén, polvo de tiza),
polutantes del aire (por ejemplo, humo de tabaco, humo de
madera), olores fuertes o aerosoles (por ejemplo perfumes,
limpiadores domésticos, humos de coccién, pinturas o
barnices), infecciones virales (por ejemplo, resfriado,
neumonia viral, sinusitis pélipos nasales), sensibilidad a la
aspirin.a, y enfermedad de reflujo gastroesofdgico (GERD).
Asma inducida por ejercicio (EIA) se dispara por actividad
fisica vigorecsa. Sintomas del EIA ocurren a varios grados en
una mayoria de personas gue sufren asma y probablemente se
accionan como un resultado de respiracién en frio, aire
fresco mientras se hace ejercicio. Los disparadores del EIA
incluyen, pero no se han limitado a, polen que se respira en
el aire durante el ejercicio, particulas polulantes en el
aire que se respiran durante el ejercicio, ejercicio con
infeccién del tracto respiratorio viral y ejercicio en aire
frio, seco. El asma ocupacional se relaciona directamente con
la inhalacién de sustancias irritantes y otras sustancias
potencialmente dafiinas encontradas en el lugar de trabajo.

Accionadores del asma ocupacional incluyen, pero no estén

U
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limitados a, humos, quimicos, gases, resinas, metales,

polvos, vapores e insecticidas.

Como se utiliza aqui, el término “trastorno autoinmune”
se refiere a trastorno en el gque las “auto” proteinas
experimentan ataque por el sistema inmune. Tal término

incluye asma autoinmune.

Sin desear estar unido a ninguna teoria en particular,
la exposicién reducida a las bacterias puede ser parcialmente
responsable por la incidencia incrementada de, severidad de,
inmortalidad debido a enfermedades alérgicas tales como asma,
dermatitis atépica, y rinitis en paises desarrollados. Esta
hipétesis se soporta de la evidencia de gue las infecciones
bacteriales o productos pueden inhibir el desarrollo de
trastornos alérgicos en modelos animales experimentales y
estudios clinicos. El ADN bacterial o el
oligodesoxinucleétidos sintéticos que contienen dinucleétidos
CpG no metilados y/o dinucleétidos CpG modificados en ciertos
contextos de secuencia (ADN CpG) estimulan potencialmente las
respuestas inmunes innatas y por lco tanto adquieren
inmunidad. La respuesta inmune para el ADN CpG incluye la
activacién de células inmunes innatas, la proliferacién de
células B, la induccién de secrecién de citoquina Thl y la
produccién de inmunoglobulinas (Ig). La activacidén de células
inmunes por el ADN CpG ocurre por dia de receptor similar a
Toll 9 (TLR9), un receptor de reconocimiento de patrén
molecular. E1 ADN CpG induce fuerte respuesta dominante Thl

caracterizado por secrecién de IL-12 y IFN-§. Inmunomeros
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(IMO) solos o como conjugados de alergeno reduce 1la
produccién de IL-4, IL-5, e IgE y reducen la eosinofilia en
modelos de ratdon de asma alérgica. Los compuestos IMO también
reversan efectivamente la enfermedad de la via aérea
eosinofilica atépica establecida al convertir una respuesta

Th2 a una respuesta Thl.

El OVA con alimina se utiliza comGnmente para establecer
respuesta inmune Th2 dominante en varios modelos de ratones y
ratas. La respuesta inmune Th2 incluye la produccién IL-4,
IL-5, y IL-13 incrementada, niveles de sueros elevados de
IgE, IgGl especifico de antigeno y total, i niveles reducidos
de IgG2a. Los compuestos IMO evitan y reversan respuestas
inmunes Th2 dominantes establecidas en ratones. La
coadministracién de los compuestos IMO con OVA/alimina para
ratones reduce la produccién IL-4, IL-5 e IL-13 e induce la
produccién IFN-y en cultivos de células de bazo sometidas a
re-estimulacién de antigeno. Adicionalmente, los compuestos
IMO inhiben el IgE total y de antigeno especifico y mejora la

produccion IgG2a en estos ratones,

La inyeccién de compuestos OVA/alimina e IMO inducen una
respuesta de recoleccidén de antigeno linfocito (tipo Thl) en
ratones caracterizados por bajos niveles de citoguinas
asociadas con Th2, IgE e IgGl, y altos niveles de citoquinas
asociados con Thl e IgG2a. La coadministracidén de compuestos
IMO con otras clases de antigenos, tal como huevo S. masoni y
lisozima de huevo de gallina, también resulta en la reversién

de las respuestas Th2 para una respuesta Thl dominante en

Y~
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estudios in vitro e in vivo, Como se describe aqui, los
compuestos IMO evitan efectivamente el desarrollo de 1la

respuesta inmune Th2 y permiten una fuerte respuesta Thl.

Cuando las citoquinas Th2 activan un isotipo Ig cambian
hacia la produccién de IgE e IgGl, y la citogquina Thl IFN-y
induce la produccién de IgG2a por linfocitos B. Los ratones
inyectados con compuestos OVA/alimina e IMO producen niveles
ms bajos de IL-4, IL-5, y IL-13 y niveles mayores de IFN-y,
acompalado por IgE bajo e IgGl y niveles mayores de IgG2a,
que ratones inyectados con OVA/alimina sola. Esto sugiere la
existencia de un enlace cercano entre 1la induccién de
citoquina Thl y el cambio isotipo de inmunoglobulina en

ratones que reciben antigeno y compuestos IMO.

Niveles de IgE total y especificos de suero ©son
significativamente menores en ratones que reciben compuestos
OVA/alimina e IMO que en ratones gque reciben solo
OvVA/alimina. En contraste los niveles IgGl especificos de OVA
son insignificativamente cambiados y los niveles totales de
IgGl solo se reducen ligeramente comparados con ratones
inyectados con OVA/alGmina sola (datos no mostrados). Las
diferentes respuestas pueden resultar de diferentes
mecanismos involucrados en el control del cambio de las
clases IgE e IgGl, aunque ambos isotipos se influencian por
el IL-4 y el IL-13. Por ejemplo, los promotores IL-6 de

linfocitos B para sintesis IgGl en la presencia de IL-4.

Tt
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En un sexto aspecto de la invencion se suministra un
método para evitar céncer, un trastorno autoinmune,
inflamacién de 1la via aérea, trastornos inflamatorios,
trastornos de la piel, alergia, asma o una enfermedad
originada por un patégeno en un vertebrado. Este método
comprende administrar al vertebrado una cualquiera de 1las
composiciones, sola o en combinacién, descrita en el primero,
sequndo y tercer aspecto de la invencién. Patdgenos incluyen
bacterias, parésitos, hongos, virus, viroides y priones. La
administracién se lleva a cabo como se describe para el

cuarto aspecto de la invencidn.

En cualquiera de los métodos de acuerdo con 1la
invencién, el oligonucleétido y/o inmunémero
inmunoestimulador o un conjugado de estos se puede
administrar en combinacién con cualquier otro agente Gtil
para tratar la enfermedad o condicién que no disminuye el
efecto inmunoestimulador del oligonucleéStido o inmunémero.
Para propdsitos de este aspecto de la invencién, el término
“en combinacién con” significa en el curso del tratamiento de
la misma enfermedad en el mismo paciente, e incluye
administrar el oligonucleétido y/o inmunémero y un agente en
cualquier orden, que incluye administracién simulténea, asi
como también orden espaciado temporalmente, por ejemplo, de
secuencialmente con uno inmediatamente seguido del otro hasta
varios dias. Tal tratamiento de combinacién también puede
incluir mids de una administracién sencilla del inmunémero, e

independientemente del agente. La administracién del
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oligonucleétido y/o inmunémero y el agente puede ser mediante

la misma o diferente ruta.

En cualquiera de los métodos de acuerdo con la
invencién, el agente 1til para tratar la enfermedad o
condicién incluye, peroc no se limita a, vacunas, antigenos,
anticuerpos, agentes citotéxicos, alergenos, antibiéticos,
oligonucleétidos antisentido, péptidos, proteinas, vectores
de terapia de gen, vacunas de ADN y/o adyuvantes para mejorar
la especificidad o magnitud de 1la respuesta inmune, o
moléculas coestimuladoras tales como citoquinas, quimoquinas,
ligandos de proteina, factores trans-activacién, péptidos que
comprenden aminofcidos modificados. Adicionalmente, el agente
puede incluir vectores de ADN que codifican para antigeno o
alergeno. Es estas mcodalidades, el inmundmero de la invencién
puede actuar de forma variada como adyuvante y/o producir

efecto inmunoestimulador directo.

Los ejemplos adelante se pretende ilustra adicionalmente

ciertas modalidades preferidas de la invencidén, y no se

pretende que limiten el alcance la de invencién.

Bjemplo 1: Sintesis de Oligonucleétido, Purificacién Y

Parfiles de Fusién Térmica

Se gintetizan oligonucle6tidos CpG

(oligonucleétidos/inmunémeros inmunoestimuladores) en una

9
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escala de 1 a 2 pmol utilizando B-cianoetilfosforamiditas en
un sintet&zador de ADN PerSeptive Biosystem’s 8909
(PerSeptive Biosystem, Boston, MA). Las fosforamiditas de da,
dG, dC, y T se obtienen Biosystems PE (Foster City, CA). Como
se describe por Iyer R.P., et al. (J. Am. Chem. Soc, 112:
1253-1254 (1990)), se utiliza un agente oxidante de yodo para
obtener la modificacién de estructura de fosforotioato. Se
desprotegen todos los oligos utilizando protocolos estdéndar,
purificador por HPLC, y dializado contra agua estéril de
calidad USP para irrigacién. Los oligos se liofilizan y se
disuelven de nuevo en agua destilada y las concentraciones se
determinan para absorbancia UV en 260 nm. Todos los oligos se
caracterizan por espectrometria de masa CGE y MALDI-TOF
(Applied Biosystem’s Voyager-DETM STR BiospectrometryTM
Workstation) para pureza y masa molecular, respectivamente.
La pureza de los oligos de longitud completa varia de 90-96%
con el resto que es mds corto por unco o dos nucledtidos (n-1
y n-2) seqgin se determina por CGE y/o desnaturalizacién PAGE.
Todos los oligos contienen menos de <0.l1 EU/mL de endotoxina
gsegin se determina por el ensayo Limulus (Bio-Whittaker
conocido ahora como Cambrex Bio Science Walkersville, Ine.,

Walkersville, MD).

Se llevan a cabo estudios de fusién térmica en solucién
de 1 mL de 10 mM de fosfato de hidrégenc disodio, pH 7.2%0.2,
que contiene 150 mM NaCl, y 2 mM MgCl2. Las soluciones se
calientan a 95° C durante 10 min y se le permite llevar a
temperatura ambiente lentamente antes de ser almacenado a 4°

C durante la noche. La concentracién final de la hebra de
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oligonucledétido es de 2.0 uM. Las mediciones de fusién
térmica UV se desarrollan a 260 nm en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer Lambda 20 unido a un controlador térmico peltier
Yy un computador personal utilizando cubetas de cuarzo de
longitud de trayectoria de 1lcm en una proporcién de
calentamiento de 0.5° C/min. Se toma la temperatura de fusién
{Tm) como la temperatura de disociacién media y se obtiene de
primeros grédficos derivados. Cada valor Tm estd en un
promedic de dos a tres experimentos independientes y los

valores estdn dentro de + 1.0° C.

Ejemplo 2: Condiciones de Cultivo Celular y Reactivos

Células de bazo de ratones BALB/c, C57BL/6 o C3H/HeJ de
4-8 semanas de edad se cultivan en medio completo RPMI como
se describe por Zhao, Q., et al. (Biochem Pharmacol. 51: 173-
182 (1996)) y Branda, R.F., et al. (Biochem. Pharmacol. 45:
2037-2043 (1993)). Se cultivan macréfagos de murino J774
(American Type Culture Collection, Manassas, VA) en medio
Eagle modificado de Dulbecco’s complementado con 10% (v/v) de
suero de becerro fetal y antibiéticos (100 IU/mL de
penicilina G/estreptomicina). Todos los otros reactivos de

cultivo se compran de Mediatech (Gaithersburg, MD).

Ejemplo 3: Ensayo de Proliferaciém de Células de Bazo

Tipicamente, se cultivan células de bazo de ratdénm (Balb-
C) dentro de compuestos de inmunémeros en concentraciones de

0.1, 1.0, y 10.0 pg/ml durante 48 h y se determina la

5\
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proliferacién celular mediante incorporacién 3H-uridina, como
se describe por Zhao, Q., et al. (Biochem Pharmacol. 51: 173-

182 (1996)).

Ejemplo 4: Ensayos de Induccién de Citoquina

Se colocan en placas células J774 o bazo de ratdédn en
platos de 24 pozos utilizando 5x10% o 1x10° células/mL,
respectivamente. Los compuestos de inmunémero disueltos en
amortiguador TE (10 mM Tris-BCl, pH 7.5, 1 mM EDTA) se
agregan en una concentracién final de 0.03, 0.1, 0.3, 1.0,
3.0, o 10.0 pg/mL de cultivo celular. Las células se incuban
luego a 37° C durante 24 hr y se recolectan los supernadantes
para ensayos ELISA. Los experimentos se desarrollan dos o
tres veces para cada compuesto de inmunémero y en triplicado
para cada concentracién. La secrecién del IL-12 y el IL-6 se
mide por emparedado ELISA como se describe por Bhagat L., et
al. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 300: B853- 861 (2003)).
Los reactivos requeridos, que incluyen anticuerpos citoquina
y estdndares se compran de BD Biosciences Pharmingen (San

Diego, CA).

Ejemplo 5: Ensayo de Esplenomegalia en ratones

Ratones BALB/c hembras (4-6 semanas, 19-21 gm) se
dividen en grupos de tres ratones. Se disuelven compuestos de
inmunémero en fosfato estéril amortiguado con salina (PBS) y
administrado subcutdneamente (SC) a ratones en una dosis de 5

mg/kg. Los ratones se sacrifican después de 4B hr y se
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cosechan los bazos y se pesan como se describe por Zhao, Q.,
et al. (Biochem Pharmacol. 51: 173-182 (1996)) and Branda,

R.F., et al. (Biochem. Pharmacol. 45: 2037-2043 (1993)).

Ejemplo 6: Activacién de la Senda NF-xB

Se ha mostrado el receptor 9 (TLR9) similar a Toll por
reconocer CpG-dinucle6tidos no metilados en bacterias,
pldsmidos y ADN sintético (Hemmi H., et al. Nature 408: 740-
745 (2000)) y quinasa de tensién activa (¥i A.K., et al. J.
Immunol. 161: 4493- 4497 (1998)) y trayectorias NF-xB (Stacey
K.J., et al J. Immunol. 157: 2116-2122 (1996)). La activacién
NF-xB en células J774 tratadas con compuestos inmundmeros se
lleva a cabo y analiza por EMSA como describe Yu D., et al.
{Biochem. Biophys. Res. Commun. 297: B83-90 (2002)) and Bhagat
L., et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 300: 853-861

(2003)).

Ejemplo 7: Aislamiento de Células B humanas y Células

Dendriticas plasmacitoides (pDCs).

El PBMC de sangre de voluntarios saludables se retira
fresca (CBR Laboratories, Boston, MA) se aisla por el método
de centrifugacién de gradiente de densidad Ficoll
(Histopaque-1077, Sigma) y ge aislan células B de PBMC,
mediante seleccién positiva utilizando el kit de
almacenamiento celular CD19 (Miltenyi Biotec) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante. La Tabla 1 muestra la
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la invencién en el Ensayo de Esplenocito C57BL/6.

Tabla 1. Estructura de Inmunémero y Ensayo de Esplenocito
C57BL/6 (24 hs)

?‘F Secusnclas y Modificacion (5-3) le:!:m__ jl;gm___ jl;él—
T ST ARG, TG X CTOAAa eTy | el Luginl
20 x C CcT-¥

21 §-TCAAACG, TTCO,-Y-TCTTG,CTGTCT-5' | 6306210 | 911281

E:] 5- Y- TGTCT-6' | 7218277 | 748280

|23 - TICG-Y-TCITGG,TGTCT-5' | 8034214 | 9182138

F] 5- TTCG,-Y- CACTCT-5' 762400

28 [ FTGCAABYC T TOC-Y-TCTTG,CTGTGTE

(28 B-TGHCAAGCTTOC-Y-TCTTCCACTCT-S'

a7 5~ r T5 | 309150

28  §-CTGTCG; 1 TCTCX-CTCTIGCIGTCS 717228

(20 | 8-CTGTCG; arcE 846120

(30 | STCO,TATCa, TTIT-X-TTTGCTATOCTS

31 | 6-TG,CTGTG.C T

E} G-TCOAACG T TGO\ Y-GACAGLCTGTC TS

(33 | §-TGCAACG,CTTG,C-Y-GACACS, TGTCT-S'

(Madia 75228 (10427
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SEQID | SacusnciasyModicacion (3-3) 8 [1L8 (pgimi) [ L-12

NO  (po/mb) {pgmd
t 1 pg/mi 1 gl

(1 TG, (CTTOLAMMCTS ot

(20 5-TCOAACGTTCOX-O/CTTGCAAGCT-S

21 5-TCOAACGTICG - V-TCTTG,CTGICT-S | 21062 | 423400

22 5-TCBAACR, TTCG-Y-T =3 %u 8402243

B[ TCOAACETTC8, V-TCTTOE TOTETS — %0 | 1883870

26 | 8- - 75 2 883228

28 | 0-TOiCAAGCTIGC Y-TCTIGCTATCTS

(28 | 6-TQCAAG,CTTG,C-Y-TCTTCCACTCTS

(3T | 6-TGCAAGCTTGC- K-GO, TTCOAACO T-5 | 13202
8

) 5 TICTCX- TCo 1023

@ | 5-CTGIGAI TGTC-X-CTCTTG,CTBTCS' 1230383

30 | E-TCGTGTCO, TTT-X-TTTO,CTOTG,CT-S

n B-TGCTIGTG,CTTT-X-TTTCO, TOTCH, 1-5

32 5-TCGAACG,TTCO,-Y-GACAGHCTBTCTS

1) 5- GCY 5

| Vadia ;m 1242

La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase

Itdlica representa un enlace fosfodiéster.

G;=2' -desoxi-7-desazaguanosina

G;=Arabinogquanosina

Cy=1-(2’ -desoxi-pf-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

Y=Ligador C3

Ejemplo B: Cultivos pDC humano y IFN-a e IFN-p ELISA.
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El pDC se aisla de del PBMC humano utilizando un kit de
aislamiento celular BDCA-4 (Miltenyi Biotec) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se colocan placas pDC en
placas de 96 pozos utilizando 1x10° células/mL, 200 pL/pozo).
Los compuestos de inmundmerc se agregan a una concentracién
final de 0.3, 1.0, 3.0, o 10.0 upg/mL a los cultivos de
células y se incuban a 37° C durante 24 hr. Se cosechan los
supernadantes y se ensayan para IFN-a y IFN- B utilizando el
kit ELISA (PBL). Las Tablas 2A-2D muestran un promedic * DE
de IFN-a y IFN- B para compuestos inmunémeros de acuerdo con

la invencién a una concentracién de 10.0 pg/mL.

Tabla 2A Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayo DC Humano (24 hs)

[6EQ | Secusncissy Medificacién (6-3') IFNa IFN-a (pg/mi) | IFN-a (pg/m1)
IDNO | {pgémi)
10
ol Tl
1 EfﬁEi3iﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁiiﬂafﬁiﬁﬁﬁﬁﬁfir'iEﬁiEﬁi"iﬁﬁiiﬁi‘T?iﬁiﬁiii“-
2 &- CT5 | 20540708 | 125705308 | 1085042088 |
3 A CA 5 1880 31124 10402262
a 5= -
5 [ B -TCOAACGRT TCO-X-GCT TG CAAGCTS
media 17720 17730 (T3]
SEQ | Secusnciasy Modiicackin  (§-3) Fha Na ¥Na
Do {5-3) (po/mi) (pg/mi)
0ughl | 10 ugmi 10 pg/mi
DN4 ONS DNS
1 X A " C&tT18x101 | 2501985 19600¢5
5
2 [ X-GCT TG, 5 | 4917623902 | 1A0V42VA14 | 2100021413
S TCTTCCACTOTS L R ) 20130
4 B-TCOAALG, T T G K- G T TG ARG TS
5 [ 5-TCOAACGTTCO-XGCT TOCAAGCTS
| modia 020 120 19820

o
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La fase normal representa un enlace fosforotioato
G;=2’ -desoxi-7-desazaguanosina
Gz=Arabinoguanosina

X=Ligador de glicerol

Tabla 2B Actividad Inmuncestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayo DC Humano (24 hs)

SEQ | Secusncias y Modificacion (6-8) Fha FNa FNa
D NO [ {poiml) | (pg/mi) {eo/mi)
10 ngimi 10 ug/m 10 ygimi
e DN DN2 ON3
[ 5-1CG, TTCO -3 (3711821108 | 446242221 | 589002707 |
7 | 6-TCG,TCGAACG, T TCAGATGAT-Y | 00062950 | 50223334 | 160375898 |
(] 5- . 1405721 | 77503818 | 463112500
9 | B-TC,GTC,GAAC,GTTC,GABATGAT-J 61123 2184 010
10 B-TCOT T-¥F 2002 185:0 57
11 X TTC,GAGA =3 19120 1880 020
madia 177 17740 [
[8EQ_ | sacuenciesy Modificaciin (3-3) iFN-a IFN-a FN-a
IDNO (ppim} | {pgimi) {po/mi)
10 pg/mi 10 pg/mi 10 up/mi
DN4 DNS DNS
(] 5-TCG, TCO,AACG,TTCGAGATGAT-3 | 081784375 | 6B722¢1358 | 316782715
T | 5-TCG; [COAACG, T TCOAGATGAT-3 40782885 | 101802738 | 089021122
3 B TCG, TCOAACG, TICGAGATGAT-3 | 124402894 | 4210622665 | 663278
] 5-TC,OTC{OAACGT TC,GAGATGAT-3' 101752200 | 1690621250 | 888721338 |
10 | 5-TCGTCOAAC,GTTC,GAGATGATS 130284011 | 10472204 | 3045
1 §-TC4G TCiOAAGOT TC,GAGATOAT-3' 00 385:16 720
media 020 1240 1040

La fase normal representa un enlace fosforotioato
G;=2' -desoxi-7-desazaguanosina
Gy=Arabinoguanosina

Gy=2' -desoxiinosina
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C;=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-

metilpurina

Cy=Arabinocitidina

Cy=2' -desoxi-S5-hidroxicitidina

Tabla 2C Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayo DC Humano {24 hs)

DO Secusnciosy Nodificacian(®-3) FN-a (o) | (FN-a (ppimi) | IFN-a (pg/ml)
10 ugiml 10 pg/md 10 pg'mi

T Trcer 5| Srosmasi | Seoname | OR0ET

2 §- TTCT-X- ({CAAGCT-S' | 120882440 | 1000621418 | 380031087 |

12 5 " =3 (160002170 | 167123084 | 005001600 |

13 5-TCh, CT-F | 0002a291 | 02804816 | O0B704887 |

14 - T3 7704158 208228 66202288 |

13 - TTO.CT-5 | 40353aB4T | 31848419 | 77302584 |

4 B-TCGRAACG,TTCO-X-07C T TGCAAGLCT-5'

1§ | 5-TOGAACGRI TCT-X-TCTTGCAAGCT-S'

17 | 6-TCGAACGS " a3

18 |5- iC cTo

' 18027 288220 020

ﬁo Saquences and Modification (5-3) IFN-a (pg/ml) [ FN-a (pgimi) | IFN-ax (pgil)
10 ug/iml 10 pg/mi 10 pgimi

1 - CT-F %‘%1

2 [ §-TCGAACG TTCT-X-TCTTGHGAAG,CT-8° | B31162134

K- §-TCGAACG, CAAGCT-S' 81230£1120

13 | 8-1C0, ' 5 | 344302481

14 o= = T

16 5- CAACGX-G{CAACG, 5 | 337162872

r 5 TTCOrXG . 2440:28 | M0 |

L L2 H-TCTTGCAAGLCT-5' 131620 1083210

7 5- CT-6

5%



WO 2006/002038 53 PCT/US2005/020911
n x . CT-5
“media 5l |00 020
?mem IFN-u (pg/mil) | IFN-a (pg/ml} [ IFN-a (pg/mi)
NO

&w _&_w g'm
1 TCG TTCO+X-G/CTTGCAAGCT-S | 3122751341 | 9777510 10008210 |
2 0 - >
12 | 8- TIC-X-CTTG,CAAGCT-S'
13 [6- 5
1€ | 8-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-H
1€ | &~ ]
4 - & | 8083184
18 x £ | 210424
EiANE &
(18 | 6- G =
[ madin 020 00 20
lTDE‘Eo Sequences and Modification (5'-3) IFN-S (pgiml) | IFN-B (pgimi)

10 pghnd 10 pgimi

1 5 TTCO-X-G{CTTG,CAAGLCT- %ﬁ“%ﬁr
2 5- CT-s
12 5"
13 E-TCO, 1 TCRAACG-X-GCAAGCTTO.CTF
14 5- TYCCAACCT-5
18 [ 8-TCG{TTGHCAACG X TG G-
4 - 5
19 5° TTCT-X-TC T TGyCAANGCT-5'
7 | S-TCOAACD; TTC0, XGiCTTOCAABGT-5 o
] T-TCOAACIGT TCO X-BCT TGEAAMB CT-F
madis 00 o0

La fase normal representa un enlace fosforotioato

G;=2' -desoxi-7-desazaguanosina

<4
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Gx=Arabinoguanosina
C,=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X=Ligador de glicerol

Tabla 2D Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayo DC Humano (24 hs)

[SEQ [ sscuancies y Modificeciones (5-3) FNa | IFNa | IFN-a (pgmd
D NO | ogimd_| (pgim)_
10 pgimd | 10 pghmd | 10 ugimi
(18 | G-TCGARCD,TTCOrR-Ghe | TOCAAGHCT-S' %"%.4 Pgma %ouor
(20 | 8- JCT-§ | 4710231 | 668820 [ 14167z10 |
21 | 5-TCGAACGHTTCGr Y-TCTTGCTGICTS
2 ¥ x V- TCTS
|23 |6~ X Y- =
24 | 6-TCOAACG,TTCOrY-TCTTCCAGTCTS
(28 | 5-TG,CAABICT T C-Y-TCT TGCTGTCTS
(28 | 5-TGCAAG - oy
(27 [ 8-TG, T-6
(28 | B-CTGTCGITTCTC-X-CTCTTO,CTGTCS
20 | 5-CTGTCG;TTCTC-R-CTCTTGCTGTCS'
30 | 6-T1C0h, X-TITGCTGTGCT-5
31 | ETGLTGIGCT TT-X-TTTC0,TeTCa1-5
2 | S-TCOAACHTTCO,V-GACABICTOTCT S
3|10, CV
(ede T I F 1160
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Mymﬁ IFa IFN-a FN-a

° g | 1osori | 1 soh

B Lo s e e T g e

T PN BTTCO NG ETTOoNGETS | s

e TRV T Eo i

35 | 5-TCOAACG T TGO, Y-TCTTO5,TOTCTS SOVEHIST | 16775108 |

24 | B- A 5 100T0RMGT | 2264226

L0l Y-

& | 6- WC-Y- g

L_z’f'-'!a- (¥

] TC-S

W | S CTOTOGTTCTCX-CTCTTa.CTOTCE

3 [T TBTCa TR TG CIOTeCTS

3 2 X » T

| SCTCOAAGE,T 00, YCACAB CTGTCT S

3 §- Y- -8

Viedia 12583 670 | 17640

SEQ | Secusnciesy Modificacidn (5-3) IFNa IFNa FNa

IDNO | (ppimi) o) ___
Tl Pl T

19 g- -5

20 | 6- GTTCG, x 3

BT | E-TCOAAGGRT TGOy V-TCTTOCTGTCTE | 1040513 | 15504240 | 8024196

35 | B TCOARCO,TTC0, VACTIOC,TGTCTS | 18352130 | 6000236 | 1568245

e\
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28 | B~ " V- '
28 5-TG,CANG,CTTGC-Y-TCTTCCACTCT-§
EALE 3
28 §" TTGTC-X- TCS' 0032:184 | 31665242
20 5-CTGTOG,TTCTC-K-CTCTTG,CTRTCS 00042394 | 1148242 |
ERRLE X- CTGTG,CT-S5'
B X TTICO,TGTCG TS
E S Y. TS
33 | 5- Y. TATCT-S
Wedia 16720 6220 42
SEQ | Sequences and Nodiloation (5-7) FNa IFNa IFNa
IDNO | {og/mi) | (pg/mi)

10 10 10

ug/mIDNT | pmiDNYT | pomiDNe2
W [FTCOANGOTTCB O CT oA CTT [
(20 | S-TCOAAC,GTTCOX-GCT TGCAAGCT-5
21 5-TCGAACGTTCO,Y-TCTTG,CTGTCT-§ | 81542007 | 318542130
2 |6 YTCTTGCTGTCT-G | S4132078 | 14400813 | 9842%129 |
R o T TEaie | 100081
Y - X 114ﬁ|?4|T|
28 [ 5- cTT, x 5 37
7 5-TGCAAG,CTTGC-X-CB,T ICGAACG 15
28 ¥ CT 3 S5088410 | 138562355 | 60004240 |
25 | S-CTGTOTTCTCXCTCTIGCTOTCS | 95902140 | 198345720 | B9TT21970 |
0 - - 5 110482159 |
T S AGTeToCTTT T TICOTOTCoS
[32__ | 6-TCGAACG, TTCO Y-OACAB,CTGTCT-S | | [10032s0 |
[33 | 5-TOCAACGCTTOKC-Y-GACACT, TGTCTS | | | 64202139
Wiedia 8020 10127 | 020

La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase

Itdlica representa un enlace fosfodiéster.

G1=2' -desoxi-7-desazaguanosina
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G;=Arabinoguanosina

C1=1-(2’ -desoxi-pf-D-riboruranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

Y=Ligador C3

Ejemplo 9: AnAlisis de Citoquina

La secrecién de IFN-o en células de vertebrado,
preferiblemente células de bazo de ratén BALB/c o PBMC
humano, se mide por emparedado ELISA. Los reactivos
requeridos incluyen anticuerpos de citoquina y citogquina
estdndar comprados de PharMingen, San Diego, CA. Se incuban
placas ELISA (Costar) con anticuerpos apropiados en 5 pg/mL e
amortiguador de PBSN (PBS/0.05% azida de sodio, pH 9.6)
guante la noche a 4° C y luego blogqueado con PBS/1% BSA a 37°
C durante 30 minutos. Los supernadantes del cultivo celular y
los esténdares de citoquina se diluyen apropiadamente con
PBS/10% FBS, se agregan a las placas por triplicado, e
incuban a 25° C durante 2 horas. Las placas se recubren con 1
ug/mL de anticuerpo biotinilado apropiado y se incuban a 25¢
C durante 1.5 horas. Las placas luego se lavan extensivamente
con Amortiguador PBS-T (PBS/0.05% Tween 20) e incuban
adicionalmente a 25 ° C durante 1.5 horas después de agregar
peroxidasa conjugada con estreptavidina (Sigma, St. Louis,
MO). Las placas se desarrollan con reactivo cromogénico Sure
Blue™ (Kirkegaard y Perry) y la reaccién se termina al

agregar Solucién de Detencién (Kirkegaard y Perry). El cambio
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de color se mide en un espectrofotémetro Ceres 900 HDI (Bio-

Tek Instruments).

Se aislan células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC) de sangre periférica de voluntarios saludables
mediante centrifugacién de gradiente de densidad Ficoll-Paque
(Histopaque-1077, Sigma, St. Louis, MO). En resumen, la
sangre heparinizada se cubre en el Histopagque-1077 (volumen
igual) en una centrifuga cénica y se centrifugan a 400 x g
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El recubrimiento,
que contiene las células mononucleares, se remueve
cuidadosamente y se lava dos veces con salina amortiguada por
fosfato isoténico (PBS) por centrifugacién a 250 x g durante
10 minutos. El glébulo celular resultante se resuspende luego
en medio 1640 RPMI que contiene L-glutamina (MediaTech, Inc.,
Herndon, VA) y se complementa con 10% de calor inactivado por
FCS y penicilina-estreptomicina (100U/ml). Las células se
cultivan en placas de 24 pozos durante diferentes periodos de
tiempo en células 1 X 106 células/mL/pozo en la presencia o
ausencia de oligonucledétidos. Al final del periodo de
incubacién, se cosechan los supernadantes y se almacenan
congelados a -70° hasta que se ensayan para varias citoquinas
que incluyen IFN-a (BioSocurce International} por emparedado
ELISA. Los resultados se muestran en la Tabla 3A- 3D

adelante.

En todos 1los casos, los niveles de IFN-a en los

supernadantes de cultivo celular se calculan de la curva

€Y
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esténdar construida bajo las mismas condiciones

experimentales para el IFN-a.

Tabla 3A Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayos PBMC Humanos (24 hs)

[GEQ | Secuoncissy Modificeclin (6-3) TN FNc IFN<
IDNO {poml) 1 {pgimb)
10 pgimi 10 pgimi 10 pp/mi
 DNG DNE DN
1 B- A C CT-5 | 8222244 8114x1 360421
2 | 8- s (CAAGCT-8 | 6T00a7 | 6272224 | 2822224 |
3 S-TCTCACCTTCT-X-TCTICCACTCT-S' 040 8020 8020
r T TTCOr. 5
(R S
media 020 T80 8340 |
SEQ | Secusnciasy Modiicacion (5-3) IFN-a IFN-a IFN-a
ID NO {pgm) __ |(ppiwl) | (pg/mi)
10 pg/mi 10 ug/mi 10 pg/m
DN$ DN2 DNS
1 S-TCGAACG, X0 (CT-§ | 7038211 | 2212321 | 125143381 |
2 §-TCGAACD, TTCG-K-GCT TO.CAAG,CT-S | 73324269 | 30472704 | 108722813
3 [B-TCTCACCTICT-X-TCTTCCACTCI-5' 1027 0£0 0x0
4 B-TCOAACS; T TCOrX-BsCTTBCAAGCT-5'
] [ 6-TCOWAACTRTTCG-X-GC T TOCAAGC TS
media 330 020 020

La fase normal representa un enlace fosforotioato
G)=2’' -desoxi-7-desazaguanosina
G;=Arabinoguanosina

X=Ligador de glicerol

Tabla 3B Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayos PBMC Humanos (24 hs)
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?N: Secusncias y Modificacidn (5-3) IFN-a (pgfmiy m IFN-a (pginel)
10 g DNT | 90 pgimi 10 yo'mil DN3

LIS LE TICOAGATGAT Y| STaToTs | o6 3865280

7| & T-¥ | %0 3040 020

] [G-TCO, TCUAACGST TCUAGATGAT-Y | 12021 020

] BTG TC,OAAE.GTTC,GAGATGATY | 00 020 020

10 | 8- TGATS |0 7040 [T

11 5- TIC/OAGATGAT-Y | 112 20 7620

 media 40 020

bfao Sacusncias y Modificaciin (6-3) IFN-a (pg/ml) | IFN-a (pg/mi) | IFN- (pg/mi)
10 pgéml DN¢ | 10 pp/mi 10 yg/mi

T STCBTCOANCa OB ACKTGAT | 1080 eotaizzs | et

kA §-TCO;TCOAACG,TTCGAGATGAT-S' | 020 180730 | 31

3 O-TCO,TOO,ANCG, TICGAGATGAT-Y | G20 26704344 | 4038

9 5-TC,GTC,OAMC,GTIC,GABATGAT-3 | 020 520 430

10 §-TCGTC,GAAC,GTTC,GAGATGAT-S | 020 620 75 )

) B-T TGAT-3 | 020 21112330 | 1123

media 020 4020 1122

La fase normal representa un enlace fosforotioato
G,=2' -desoxi-7-desazaguanosina

G;=Arabinogquanosina

G3=2'-desoxiinosina
C1=1-(2’'-desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina Cz;=Arabinocitidina

Cy=2’ -desoxi-5-hidroxicitidina

Tabla 3C Actividad Inmunoestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayos PBMC Humanos (24 hs)
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smego Secuencias y Modificacitn (5-3) [FN-a (pg/mi) | IFN-c (pp/mi) | IFN-a
10 ugim 10 yo'mi 10 ug/ml

T S TCOARCE T X G CTTo CANGETE | 3063 | 4305 1346220

2 5-TCGWAACO, TTCT-X-TCTTGCAAG,CT-6' | 19%1 173841

12 [ TT ¥ C1-5' 1821 58T 324249 |

(13 | 5-TCUK,TTCGAACG & | 682332 2 73380 | 203618

" 5-TCCAACCTICG-R-GCTTCCAACCT-5 50127 30217 420

B | 6-TCO,TTO\CAACO X-O.CAACG,TTGCT5 | 60aB 46570 1902430 |

a B-TCOAACG,;TTCOr XG1CT TGCAAGLCT-5

8 | B-TCGAACGRTTCT-X-TC T TGCAAGLCT-6'

7 §-TCOAACD,TTCO-X-G/GTTGCAAGCT-S

(18 & TT GCWAABCT-§'

(media L) T30 1)

ITEEO Secusncias y Modiicaciin (5-3) IFN-a m "IFN-a (pg/m)
0pg/mi | 10 up/mi 10 pg/mi

T STCOAACETTC0, %O CTTOCRAGCTE | 005 | 442435 | Shass0

2 5-TCGAACGTTCT-X-TGT TGCAAGCT-8 | 9238

(12 | B-TCBAACGTIC-X-CTTGCAAGCT-S | 41378

13 = {CAAG, 5 | 7328

14 6-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-5' 1915

(1§ | &-T -G.CAACG,TTG,C1-5 | 680sb

4 B-TCGAACG:T TCOr-X-G1CT TGCAAGLCT-5 2720 2020

16 5-TCGAALG; T TCT-X-TCTTG;CAAGLCTS 850 2310

&- 1CT-§
§-TCGAACGTICO-X-0/CTTGC,AAG,CT-5
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SEQID | SecusnciasyNModiicackin (5-3) FNa (ppimt) | IFNa | PN

NO | (og/mD) |(pgmD) |
10 pg/md DNY | 10 pgimi | 10 pgii
— DNS___IDN® |

1 5-TCOAACO, CT5 | 324210 578428 | 7414286

Z 5- (CT-8

12 | 8-TCGLAACG,TTC-X-CTTG,CAAGCTH'

13 | 5-TCG, TTCOAACG X-0,CAMG,CTTG,CT-5

14 S-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCTS

rﬁ 5-TCO, 1 TOCAACGy-X-GCAACT, TG TS

r S TCGAACG, TTCGr X-OTTGaCANGCT-5 | 820

18 ~TCGLAACG, TTCT-X- 5 020

7 | B- y 75

18 | 5% x GCAAGLCT-S

‘media o0 ™0 |00 |

La fase normal representa un enlace fosforotioato

G=2' -desoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina

C1=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil )-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X=Ligador de glicerol

Tabla 3D Actividad Inmunocestimuladora y Estructura de

Inmunémero en Ensayos PBMC Humanos (24 hs)
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SEQTD | SecusnciasyModiNicackin (0-3) iFea pgiml) |FNa | IFNa

NO lpginl) | (ppimf) |
10 ug/mi DN1 | 10 pgimi | 10 pg/ml

DN3

1% | 6- CI5 | 820 8623 314223 |

20 B-TCOAAC,GTICG, X-GCTTOCAAG,CT-8 | 920 1022 | 48787 |

21 - . V- TCTS

2 6~1COAACTHTTCORY-TCTTG,CTGICTS'

23 A TTCO-Y-TCTTGC, 3

24 S-TCG,AACG, TTCO-Y-TCTTCCACTCTS

28 #-18, gC=Y= -3

28 A . Y- 75

27 F-TO,CANG,CTTGNCR-CO; T TCOAACTH 15




WO 2006/002038 64 PCT/US2005/020911
E;_IDTMI:-)!W-M alll w10 L0
10 Og/ml D4 'm_wo.m "3 %ﬂ'
T TCRAETTCo. T e e
GICTIGICAAGICT-8
20 | B-TCOIAACTBTTEOG [TvTY)
GICTIGCIAAGICT-F
o | 5-Tcol Y- ¥ T2z | 16813 |
2 &-1C0 1 = =1 |
) ~TCGIAACGT Y- ATBTC T8 W | kA |
7 . I C " o718 | 14837 |
28 5161 &Y 1 > 3
E""" F-1G1 CTGI1G-Y-
27 F-TGICAAGICTTGIC-X:
COITTOOMAACTIT-8'
8 | S-CTOTCGATICTC-R-CICTIGICTOTCS
(W | ECTOTCAITTCTCRCICTTIGICTGTCS
30 -TCOT ATHX-TTT0% 1CT
L) FTCTGTGICT I T-X-TTTCGITeTCO TS
(32 | B-TOGIAACGITICG1-Y: x §
] :-Tmnmmmm q .
[Wiedia oD okab (3 77)
[BEQ10 | socusncizsy Modificackin (5-3) WEgm) |FNo | IFNe
NO (o) | (pgnl) |
W0ug'mi ONT |10 0 pgid
wo'm | DNS
AR TS, RO C ORI ETS 2.
20 5-TCOAAC,GTTCO, X
21 = Y- " 24231 | Ama37 |00 |
R LA Y- e 250£12 | T4a1
F1) B- 2 5 | 23080 | 22438 | es1 |
LS Y- % | 23840 888210 | 4127
1] [T TOCAAGCT TG, CT-TCT T CTGTCTY —
] 8- V- T
7 ¥-TGCAAND,
(28 | S-CIGTORTICTORCTCI TOLTGICE 031 | 1230 |
| S-CIGTOGRTTCIC-NCICT G CTGTCE aT14 | 52
30 [B-TCGTGTCO,TTT-X-TT TG CTGTGCTS
3 | DTG CTGTG I TTTCG, TOTCO 15
2 g~ x ]
33 | B-TOCAACG(CTTGLC-V-GACACT TGTCTS
Madin () [T 0
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ﬁ'“ "Secuencies y ModRICacn (5-3) IFN-a (pg/mi) m_ FNa
10 yg/miDN10 | 10 10

- L mﬂb ug/MIDN12

1% F-TCGHAACG;TTCGX-Gy TS

(20 §-TCOAACOTTCO-X-G/CTTGCAAGCTS'

21 S-TCOAACGHT TGO Y-TCTTGCIGTCTS | 25228 352218

[T |G TCOMACOTTC0 YICTTOCTOTCTS | 87a1 T

23 5-TCGAACG, -y- I | 70x1 14823

EO LR TTCO-Y-TGCTICCACTGT-8' 44120 876213

(28 | 6-TOCAAGCTTGC-Y- CTGICTS 3 20810

(28 | 8-TGGAAG,GTTGC-Y-TCTICCACTCT-S' 121

27 | B-TGCAADCTTG,C-X-CG, TTCOMACT, T8

28 | 5-CTGTCG T TCTCRA-CTCTTG,CTGTC-S 240 8416 | 512833

28 | 5- GTCS 20 61210 | 168235 |

3 B-TCGHTGTCOTTT-X-TTTGCTOTGCTS

U 5 920

(32 | 6-TCOAACEH,TTCO.-Y-GACAGCTGTCT-S 1528430

33 | B-TGICAACGCTTOC-Y-GACACD, TGTCT6 99210

Weda 0 |780

La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase

Itdlica representa un enlace fosfodiéster.

G,=2' -desoxi-7-desazaguanosina

G;=Arabinoguanosina

C;=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7~desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

=Ligador C3

Ejemplo 10: Andlisis Citométrico de Flujo
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Marcadores de superpie celular del CD69 y CD86 se
detectan con un Coulter Epics- XL Flow Cytometer utilizando
CD69-Fitc y CD86-Fitc anti-humano, que se compra de BD
Pharmingen (San Diego, USA). Se describen mééodos de teifiido
brevemente como sigue. Las células de cultivo activadas se
bloguean con 10% de suero AB humano (Sigma) en amortiguador
de tefido (PBS con 1% BSA y 0.1% NaNi) a 4° C durante 1 hora
y se tifien con los anticuerpos a 4° C durante la noche. Se
tife PBMC (4x105) con CD69-Fitc y CD86-Fitc. Se tiifie el PDCs
(2x10°) con CD86-Fitc. Los datos de tefiido celular se admiren
y analizan con software Coulter System II (ver las Tablas 4A-

4F adelante).

Tabla 4A Estructura de Inmunémero y Expresién de BC de

PBMC Humano (2X10° célula/ml) (24 hs)

'%EEO Secusncis y ModWicackin (6-3) WCO%8 | wCDss | weoss |
:m '“,"'“ Tugiml DNZ | 1 pg/mi ONJ
1 S-TCOWAACG TTCO X-O:CTTG,CAAG,CT-S | 304 77 384

- 1T TG, 15 |27 304

h
L
™

B-TCTGACCTTCT-X- 5 15

o™
=~
W

1.3

> Al W N
|
-
Y
@
-y
[ ]
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'%Eo Secuenciay Modificaciin (6-3) %CD8E | KCDOS
1pg/md | t ug/mi DNS | 1 pg/mi DNG
TG ARSOTTCa KGO CAGCTS (393|728 75
2 [B-TCOAACG, T TCO-X-GCT TG CAAGCT-S | 25 735 23
3 B-TCTCACCTTCT-X-TCTTCCACTCTS 10 FIE) 178
4 6-TCGAACT,TTCOrX-O:CT TGCANILCT-S
LI L T
madia 82 84 118
R Secuenciay Modiiicacion (5-3) %CD89 | %CDed %CD60
ml 1pghmi DN2 | 1 pg/mi ONS
1 E-TCOAACG, T TCO-X-GCTTOCAAB,CT-§ | 275 (] 78.8
2 | S-TCGAACG,TTCG-X-GCTTG,CAAGCT-S B 468 a7
3 | 9-TCTGACCTTICT-X-TCTTCGACTCTS" 0 18 85
r| E-TCGAACT:T 1CU- R-G1CT TOCAAGLCT-6
5 [ 6-TCOAACG,T TCG-X-GCTTOCAAGCT-5
media 0 (K] 1.1
%Ego Secusnciay Modificaciin  (5°-3) %CDB3 | %C060 %CDas
w {pg/ml DNS | 1po/mi
1 5- TTCOy XG4 (¥ ] 618 381
2 [ X CAAGCT-6 | 628 56.5 436
3 B-TCTCACCTTGT-X- 5 0 1K} 189
) 5-TCOAALGS 11 COr KO T TOCAAGLCTS
5 g7 x 3
medie 5.2 100 69

La fase normal representa un enlace fosforotioato

G;=2' -desoxi-7-desazaguanosina

G;=Arabinoguanosina

=Ligador de glicerol
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Tabla 4B Estructuta de Inmunémero y Expresién de BC de

PBMC Humano (2X10° célula/ml) (24 hs)

EE;'-Mrm_ -3 %CDe %CDés D36
r 5-TCG, Ty %&M_ ;a e ;u o
T | B-TCGITCGAACG) T TCGAGATOAT- | 48.7 428 aTe

8 6-TCG,TCAAACG,TTCG. T |41 28, 38.6

] WW (] 276

10 TG ATCGAAC,GT TC,GAGATGAT S | 384 22 )

7] §-TCHGTC,OAAC,OTTC,GAGATOAT-F |30 17 ]

medis 10.7 LB 7.8

%Ego " Secuenciay Modiiicaciin _(5-3) wCcoes |
] §-TCGyT TGAT-S :um W_%?mm‘_mh e
7 5-TCG, AGATGAT-T | 384 ') 362

] 6-TCG,TCGAACT, 1-3 | 671 30.4 49

] 6-TC,GTC.GAAC,GT TC\GAGATGAT-3 | 133 21 192

10 - ¥ 5 144 103

11 & C,GAAC K X 1] 168

madia 5.2 39 (¥ ]

"SD“EEO Secuenclay Modiicackin  (5-3) [W%CD8s %COo

(] -TCGL TCGAACG, T3 "m‘—;u oat _ﬂ"—_:a.s m""—;fwl L De
715" PAACG,TT 558 [T ] 68.5

) 5- TTCGAGATOAT-S | 50 3 TS

® | B-TCy (GAGATGAT-F | 164 37 20

10 B-TCOTCOANCGTTCGAGATGAT-S | 20 314 TN ]

1 5-TC,6 TTC,GAGATGAT-3' | 10 2.2 %3

[media 0 R 11
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o Secuanciay Modificaciin  (§-3) R"CDO00
1 ughml DNG_| 1 ng/ml DNS_[ 1 DN8S
5-TC0, TICOAGATGAT-Y | 57.1
[ TGAT-3 | 60
(] 8- CQ,AGATGAT-3 | 37.5
] §-TCIGTC:OAAL,STTC,UAGATGAT-T | 164
0 TCAG TCYGAACIGTT TGAT-& | 11.1
1 E-TCATC,GAAC,ATTC. (143
media (%]

La fase normal representa un enlace fosforotioato
G1=2' -deBoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina

G3=2’ -desoxiinosina

Ci=1l-(2’ -deBoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

C;=Arabinocitidina

C3=2' -desoci-5-hidroxicitidina

Tabla 4C Estructura de Inmunémero y Expresién de BC de

PBMC Humano (2X10° célula/ml) (24 hs)
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_f'go Secuenciay Modiiicaciin  (5-3) NCO®B %CD88 | %CDos
okl - ol -
1 S-TCGAACG, TTCOX-GCTTGCAABCT-S | 323 7Y )
2 [ 5-TCGAACGTTICT-X-TCTTOCAAGCT-S | 414 88
12 5-TCG.AACG, 5 333 615
93 | BTCO, TTCOAACG X-GiCAAGCTTGCTS |20 258
14 | 6-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-6' K 28.1
15 - X-GCAACOLTTOCT-S | 17.1 24
) X XL T TOCANGCTS
16 B-TOUAACGSTTCT-X-TCT TG;CAAGCTS'
L 5" TCRAACE TTCOX-G/CTTOCAAG CT-5
18 5- » AN,
{media 04 09
"gsao Secuenciay Modiicaciin (63 %CD80 WCDES %CDab
1pp/mi DN | 1 pg/mi DNS 11) ﬁf"
i F-TCGAACH, TTCO X-GiCTTGCAAGCT-S 104 333
2 B-TCOAACT, TTCT-X-TCT TG/ CAAG,CT-E
12 | 5-TCOAACGTTC-X-CTTGCAAGICTS
13 | 5-TCO,TTCOAACG-X-OiCAAGCTTB.CT-5
4 -TCCAACCTTCG-X-BCTTCC 5
15 -TCO TTGy el
4 5-TCG,AACG, 1 TCOrX-GeCT TGCAAGLCT-6 307 1Y)
18 | 5-TCGAADGT ICT-ICTCT TGRCAAGLCTS 30 ane
17 | 8-TCGWAACG; {CTTGCAAGCT-F
K TT F
1] 27
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la:so Secuenciay Modificacién  (9-3) %CD6a 7T %CO36
1 g/ ONT | 1 pgimi DN | 1 ug/mi

TP TCOMACETTCa RGO CGETs |55 [ B3 e

2 | 6- TTCTX-Ti CT-5'

12 v- TTC-X-CTT0y x

15 | §-1C0, -R-GCAARC

16 | 0-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCTS'

(16 | 8-TC04TTO,CAACGY R-GHCAACTHTTGCT-&

] T X-G,CTTG,CAAG,CTS | 56.5

(18 | 5-TCOAACGS T TCT-X-TCTTGCAMGICT-S. | 48.7

17 - C

7] 8- B,C CT5

| media ] 20 is3

?IDE'S: Secusnciay Modificaciin (5-3) %Cos0 WCDE§ | %CD69
T [

1 2 CCTTGCAAG,CTS [ 208 (7)

2 | 5-TCOAACGTTCI-R-TCTTOCAAGLCT-S | 208 628

12 [ 2% ; s {C1-8' 1585 (7]

13 | 5-TCG,TTCOAACGX-GiGAABLCTTGCT-5 | 12.8 83

" 5-TCCAMCCTTCG-X-GCTTCCAAGCT-B | 160 529

16 TG, VTGLCAACG-X-G\CAACG TTG(CT-5 | 122 518

4 x X Y

16 F-TCGAACG T TG T-K-TCTTGICAAGLC TS

(17 | S-TCOAACG T TCOrX-GiCTTG.CAMBCTE

18 | 5-TCOAACGTTICOrX-OCTTOC/AAGICTS

[ media 14, 7]

pe
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ﬁ Secuenciay Modificacién (5-3) %CD89 | %CDB3 | kCDed |
1 pghmi DN |1:m nglni a_n_u:m

1 =T N 28

(2 | 5-TCOAACGTTCT-X-TCTTGCAAGCT-5'

12 5~ CAADCTS

13 | 8-TCGTTCGAACE - X-GrCAAGICTTGCT-S

14 ¥-TCCAACCTTCG-X-GCTYCCAACCT-S

(16 | 3-TCO,TTG,CAACE - X-GiCAACGHTTGCT-5

4 E-TCOAACT,TTCOr KO CTTOCAAGLTS EAD 708

18 | 5-TCOAACOTTCT-X-TCTIGCANGCTE 8.1 o7

7 5- TTCG-X-GiCTTGCAAGCT-8'

18 [B-TCGAAL,GTTCOX-GCTIGCAAGCT-&

 media_ 283 8

'ﬁ Sacuenciay Modificaciin (5-3) %CDéo %CD8% |
1ugim DNT | 1 pgimi 1 pg/m
_ DND DN®

1 T TTCG, CAABCT-S |28 50 25

2 | B-TCOAALG, TTCT-X-TCT TG,CAABLCTS

12 | 6-TCGWAACGLTTC-X-C1 TG CAAGCT-S'

13 | 5- G ” 3

14 5-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-S'

16 §-TCG, 110, TTGCT-6

2 5.TCGAACG, 5 | 708

18 | 5-TCGAACO,TTCT-X-TCTTO.CAAGLLT-S | 727

17 5 TCGWAACG; XG/CTT 4CT.

18 §-TCRANC/GT TOO-X-O:CTTACANICT-S

[media T 7]
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-ﬁo Secuencies y Modificaciin (6-37 WCO89 | WCD89 | %CDes
1 g/ml DN | 1 pg/mi 1 ag/mi
DNS DNg
1 3- Ny &3 [ Y 713
T
2 5-TCGAACO, TTCT-X-TCTTGCAAGCT-§
12 5. TCAAACG, TTC-X-CTTG,CAAGCT-5'
13 | 8-TCGTTCOAACD R CAAG,CTTG,CT-5
T4 [S-TCCAACCTTCO-X-OCTTCCAACET H

18 §-TCO, TG CAACGY X-GHCAADG T TGHCT-8

4 §-TCOAACT; T TCO2 X-CaCT TOCAAGTCT-S A 708
18 S TCGAACO,TTCT-X-TCTTG,CAAGLCT-6' AN

17 " TCOAACT;TTCOrX-GCT TGLCAAGCT-S

18 - COX CT§

T 203 18
T;;o Secuancias y Modincackin (6-3) %CD89 | %CDes | %cDes |
1p9'm) ONT | 1 pgimi 1 pg/m

1 5-TCG 110 CTYG,CAAGLCT-D | 208 %".f %m
7 s -y

12 B-TCGAACT, 1T x 3

3 |6- PACGXT 2

14 5-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-S

18 5-TCG, 116G, TTG,CT-6

4 §-TCGAACG,TTCGyrX-GLCT TGCARGCT-S | 708

18 | 5-TCQ, TTCT-X- & |77

17 TGO, x

18 | 5-TCOAAC,OTTCO X-GCTTGCAASCT-S
[ madia 4.1 132 12

La fase normal representa un enlace fosforotioato

G,=2' -desoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina

Cy= 1-{2’ -desoxi- B-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X=Ligador de glicerol

29
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Tabla 4D Estructura de Inmunémero y Expresién de BC de

PBMC Humano (2X10°® célula/ml) (24 hs)

?bE:o Secusncias y Modiicacin (5-3) D88 WCD88 | wCDBS |
1upimi ON1 | 1 ug/ml ONZ | 3 pgimi

] 5-TCBAACE TTCOX-G,CTTGCAAMS,CT-& 643 3’%

2 §-TCGWAACH, TTCT-X-TCT (G,CANG{CTS 502 583

(12 | 8-TCGAACO,TTC-X-C cTs 03 409

7 §-TCCAACCTTCG-X-GCTTCCAACCT-6' 154 732

18 | 5-TCO, TTGCAACG X-GCAACG, T TG,CT-5' 308 37

4 S-TCOAACG, TTCOrX-G:CT TGICAAGCT-6

K. X-TC X3

17 | 8- - X-Gy 4

18 5T CTTGGAABCT-5'

media 28 1

T Secusnciasy Modiicacitn (5-3) %CO8S | WCD#8 XCO88 |
1pg/mi DNA | 1pg/mi DNG | 1 pgmi

T TCOARGO TGO B CTTECAAGCTH | 360 %3 36

2 8-TCOAACG TTCT-X- & | 818

LS ci& 340

13 E-1CG, 1CAAG:

14 §-TCCAACCTICG-X-GCTTCCAACCT-§

16 | 5-TCG, 116, X-G,CAACG/TTG{CT-5

] 8-TCOAACG, T TCOr X-GrCTTGCAACT S

18 E-TCGAACGITICT-X-TCTTO,CAAGLCT-5'

(17 | 5-TCOAACTRTTCG-X-GiC T TGCAAGHCTE

18 6-TCOAAC,GTTCO-X-0 CTF

" madla_ 123 111 14
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——n p——

Eﬁ Secuanciasy Modificaciin (5-3) %CDos %CDaé %CDo8
Tyo/mi ONT | 1 ug/md DN@ | 1 pgémi
T CTTaCAGLET: n a3
2 TCOAACTE TTCT-X-TCTTOCAAGC TS
3 [§-TCOAACGTTC-R-CTIOCAAG,CT S
4 ~TCOTTCOAACGX-G,CAAGCTTGCT-5
3 - &
(8 | 5-TCO T TGCAACT-X-OCAACG, TTOCT-5
[T | 6-TCGAACG: TGy X-G10T TGCAANDLCT-5
(8 | 8-TCOAACD,TTCT-X-TCTTG,CAAGLC TS
] §-TCGAACG TTCOr X-GCT TACAABCT-E
10 2 " X-G,CTTGC ;
- 63 28

La fase normal representa un enlace fosforotioato

G;=2' -desoxi-7~desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina
C1=1-(2'-desoxi-p-D-ribofuranosil )-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X=Ligador de glicerol

Tabla 4E Estructura de Inmunémero y Expresién de BC de

Ensayoc de PBMC Humano (24 hs)
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)
[

Secuenciss y Modificaciin (58'-3)

i

%

1 pgimi

8- T 1TCGy N -8

CIC
’

"

JAAGLCT-8'

»
b
N
-lb
d
[

34

TCT-8'

5= CITaC-Y-

suulslululr'#uels

C-TCOTGTCGR TTT-X-TV TGCTATGLCT-5

)
b

8- K-FTTCG TG

[ Y- -

§-TCAACG,CTTG,C-Y-GATACS, TGTCTS

:

{DNO

Sacuencias y Modificacidn (5'-

19

:

i

1 ngimi DNS

E'-Tm.nﬁx-e.cfip.cm.cn'

S-TCGAACGTTCE-X-G,CTTGCAAGCT-B'

N
—h

T

Y B2

B-TCGAACGTTCO,-Y-TCTTB,CTGTCT-B

TY

[ 35 TTCAy-Y- -3

b Gy -Y- TGTCT-8'

8- Y- CT

- - -5

5 yC-Y- -5

5-TG,CAAGCTTO,C- 1 T-8

[B-CTGTCG,I ICTCX-CICTIGLIGICS

5-CTGTCG,TTCTC-X-CTCT TG CTGTCE

FTCOLTOTCG, TTT-X-TTTGC TG TG CT-6

B-TGCTGTGCTTT-X-TTTCG, TGTCGH 15

B-TCGyAACO, TTCO+-Y-OACAGCTGICT-&

5-TGCAACG,CTTOC-Y-GACACG) TGTCT-5'

gzld:-:-s_

40

8
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"ﬁ Secuancies y Modiiicacion (5-3) [WCDSS | Wcooe |
_ Y-, il Wil - 1
] 5- T
K] S TCOAACGTICGr K-OhCT TGEAMGT -5
21 5- Y-ICTTaCTaTCT (3 483 [ %
22 (A 5 76 w2 @5
5 S TCOMAACD,TTCGY-TCTTOC, TOTCTS Y] 3 a5
24 3 Y-TCTICCACTCTH 7% 3 o) 04
K] - Y- ¥
a8 | B- Y- = 3
27 o " T
EBR LG TTCT 28 %8
[ | B-CTOTCGSTTCTC-X-CTCT TOLTGTCY (37
E.] 5- XTTTO, cTs
31 | S-TOCTOTGCTIT-X-TTTCOTATCON (T
2 B-TCOAAGE TT COrY-GACAMCTGTC TS
E3) X Y TGICTS
[Wedis a ] 0.8
-ﬁo Secuanciasy Modficaciin (537 WCOM [ WCO# | WCo8
] ;‘}’“"’ . 1 ugmiDN11 ;:m
) - 15
20| B-TCGANC,GT TCOrX-GCTTGCAMGCTE
21 o= TTCG Y-TCT TGy ] 24A 80.7
LS 2 X3 (238|618 [638
(3% | 6- YICTTGC, 28 |12
24 5= Y-TCTICCACTCT-S' 27 T
E IR LG V- T 37
L X x 3 ns |
27 |5~ " 1 T8
28 3-<CTGTCO, 21 7.1 8 |
(2 | S-CIOTOG,TTCTC-R-CICTIGCTGICS FTY 831 a5 |
3 | O-TCONGTCG T TT-R-TT TOCIGTOCTE 245
EULS R-TTTCOTGTCG, T8 208
32 | 5-TCGAACE, 1TCO- Y-GACAG,CTOTCT-H M3
(35 | B-TO,CAALGC TTOC-Y-GACACE, TOTCTS 283
Media 1% (1)
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’

Secusncias y Modiicaciin (6-3)

.,
g
1)
:

L+t

bk

LN

:w%”“ﬂ"“

T
E
g.
L
5

T

g
:

!

| 3

Y ) 542

302

T
_§

0
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SEQIDNO | Sacusncles vnucledtides  (5-3) [%COS __ [ NCO80 | WCos)
Eoal - sllF -

() [ 5 C15

20 =TC,AAC, -+

21 - TTCGY- x 3 [ F) YA 8.7

E: B L A T | B Y

a F-TCOAACG: T TCUV-TCTTGL,TOTCTS | 888 883 802

7] §-TCOAACGTTCO. Y-TCTTCCACTCTS [ 919 W03 s

W | 5OTOGARG, . ¥

28 | 6-TGICAAGy Y- -

a7 - C-XCG, T

@ | B-CTOICG,TTCTCRCICT TG TOTCE % 1

2 | 5-CTOTCO,I TCIC-R-CICTTG,CIOTCS L)) o7

0 | 8-1C0, XTTTGCTGTOGCTS

1] T-TOCTGTGCTTT-X-TTTCO, TGTCG, T3

32 §-TCOAACONTTCE - V-OACAGCTGTG TS

) [ E-TGCAACGCT T0,C-Y-BACACE: TBICTS

[Wedia ] 10.3 1.1

"EE0 10 NO | Sacusncias y Boaiicaclin (53) ; EW

HGMMIDND | ugimiDN11 | ugimiDN

] B- & £

S-TCHAAC,GTTCO - X-G,CTTGCAND,CT-8'

21 T-TCGAACG, TTCO Y-TCTTG,CTOTCT- |24 o7

7] 5 Y- g L] 713 )

23 5- Y- 387 80.8

24 T Y- F E:3] 20

28 (X 3 5

] 5 Y- 6.7

2] [5-TG,CAAGCTTONC-X-C, T TCG,AACG: 18"

1) §CTGTCO,TICTC- TCH' 2.1 ) 425

2] [B-CTOTCO;I TCTC-RCICTIGCTOTCY (318 705 544

31 | 5-TGCTGTGC & (113

82 | 5-TCOAACG, = 2 a0

3§ | 5-1G, T5 w3

Mecle 134 134 120
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La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase
It&lica representa un enlace fosfodiéster.

G1=2’ -desoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina

C1=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

Y=Ligador C3

Tabla 4F Estructura de Inmunémero y Expresién de DC de

ensayo PBMC Humano (24 hs)

?ﬁo Secuanciasy (3 ReoH0 Dad | %CO88 |
Tugmi [1ugml |1

| ‘ SRl - il -

20 B TCOAALGTTCOr -G CTIGEAMC TS 13

(@1 | B-TCOAACG, T TCOY-TCTTGCTOTCTS

E F-TCOAACE, TTCO, Y-TCTTGCTGTCT-5

(23 F-TCG ARG TICO Y-TCTTGG,TGTCTS

|24 | G-TCO,AACG, & >3

LA CTTGCY- GTCTY

E. x v

T |6, T

(28 |6 g

20 | S-CTOTOGTICTC-R-CICTTG,CTGICE

0 5-TCGTOTCOTTT-X-TTTG.CTGTGCT-

31 | S-TG,CTOTGCITT-R-TTTCO, TG TCG, 15

3 ~ =

33 | 6-1G, C Y-GACACG, =3

| Niadin 137
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E&o Secusnciay Modiicaciin  (5-3) mww

[0 | 6-TCOAACT, T TCOR-GICTTOLAMICTS BREERE S

B | S-TCHARLSTICE XS CTTOC AT

3 | 8- V-TCTTGCTGTCTS 547 T R

a - T TCGy-V- -5 5.8 76.3

(23 | 6-TCBAACGHTTCO Y-TCTTGGTGTCT-S 803 | 734

E V- = B1 (K]

B | T TGCAMGCTTOCY-TCTTO.CTGICTS

(28 | 5-TGCARBICTTGG Y-TCTTCCACTC TS

ar [ 8- CXCTT: T8

& | 8-CTATCTICICR-CTCTTGL TR TCS'

20 | B-CTGTCO,TICTCR-CICI T CTGTCS

30 [ B-TCO TG TOO T T TTTOCTOTOCTS

I Ll A R e

3z | 6- ¥ 3

38 | O-TOCAATG,CTTO.C-Y-GACALT, TGTCT-S

[ Media Ny [ 1]

F"; SecunclayModificaciin _ (5-3) %CDES | %ChDas | %COM |
(s

] 5 3 5

20 (3 X-Gy =

21 | B- Y-TCTTOC =y 484 8.7 78.3

[ Y- 540 203 79.1

L Vo ToTCT- %] ) %9

7 S-TCOAACTRTTCG-Y-ICTTCCACTCT-S a7 85.7 e

25 5- Y- CTGICT-S

28 S-TG{CANG CTTG,C-Y-TCTTCCAGTCTS

a B TOCAAD CTTGC-R-COy TTCAACT -0

W | 8-CTGTCh, TCo X

29 | 5-CTGTCOTTGTC-X-CTCTTGCIGTCE (1]

30 8’-TC@, ol V1= 5

3 §-TG, (CTTT-X: TGTCG, TS5

2 5-TCUAACG, TTCO V-GACAB.CTGTCTS

3 |6 TGTCT.

L= s i B2
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%ﬁo Secusnciay Mogicackn (5-3) WCD3E | %CD08 | %CDos
0 1 1

POAMIDNAD | omON | pg/miON
11 12

8-TCGAACG, XGCTT

5 C/BTTCO-X-8/CTTGCAAGCTS

5-TCGAACG, 1 TCO-Y-TCTTO,CTGTCT-6 72 253

19
20
21

2 5-TCGAACT, Y-TCTTGLTIGICI-§' 744 88.1 (1]
(23 | 6-TCGAACGLTICG, Y-TCTTAC,TGTCT-5 771 875

24 | 6-TCGAACGYTTCG,-Y-TCTTCCACTCTS 863 8

25 | 5-10,CAAG,CTTGC-Y-TCTT,CTGTCTS 60.4
28 | b- “TCTTCCACTCT-§' A
28 ! sTTGTCK F CIK| 706 582
2 3 T 82 3 89.6
0 |6- TIT-X-TTTG, Ct-5 0.3
31 -TOCTaTG,CTTT-X-TTTCG,TGTCG; 1-5' “y
32 | 8-TCGAACG, TTCG-Y-GACAG,CTGTCT-S 858
33 | 5-TGLCAACG,CTTO,C-Y-GACACG, TGTCTS' 4.1
Nedis T 58.3 358

La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase

Itdlica representa un enlace fosfodiéster.

G;=2’' -desoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina

C1=1-(2’ -desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

Y=Ligador C3
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Ejemplo 1l: ensayo de proliferacidn de células B

Un total de 1 X 10° B células/200 pl se estimulan con
concentraciones de 0.3, 1.0, 3.0, o 10.0 pg/mL de compuestos
de inmunémero de la invencidén durante 16 hr, luego se pulsa
con 0.75 uCi de [3H]-timidina y se cosechan 8 h después. La
incorporacién de la radioactividad se mide utilizando conteo
de centelleo liquido. La Tabla 5 muestra un promedio * DE de
proliferacién de células B en una concentracién final de 1.0

pg/mL.

Tabla 5 Estructura de Inmunémeros y Actividad
Inmunoestimuladora en Ensayo de Proliferacién de

Células B Humanas (24 hs)

[SEQ D | Secuenciesy madiiicaciin (5-37 PHIT
NO ((cpm) |(cpm) _ Jfcpm)
Tughd | tpgid | 1 pghmi
DN DNS DNS
18 | 5- .
20 | 5- x
21 - - 5 3112728 7&55?5‘
35 : v F %rﬁ:mm‘
ot s
14 31
Ly
838
BABi38 | 43T |

29
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"SEQID | Secuenciasy Modicacion (5-3) PHIT |[H | CHIY (pm)
NO [{om) | (cpm)
- tugml | 1pghnl | 1 pgimi
) §-TCOAACGTTCOX-O,CTTOCAAGCT-5' e i
20 5-TCOAAC,GTTCHX-0,CTTGC,ARSLCT-S
K 5-TCGAACGHTTCOY-TCTTGCTGTCTS | 31731320
B TOIARCETTCa Y TETTETaTCTe | S3i0eaig
£ §-TCGAACG, TTCOY-TCTTGCTGTC TS g’m1
T TOARCETTCR Y TCTTOIETCTs | st
(LR 8 e (o e o
2 §-10, Y-TCTTCCACTCT-S'
T | 5-TOCAABCTTG G XL TTCOAACG TS
7 F-CTGTCG;TTCTC-X-CICTIOCTGTCS
2 §-CTGTCO,TTCTC-X-CTCTIGCTGTCS'
30 §-TCG(TGTCA1 TT-X-TTTGCIGIA,CT-5
31 §-TQ,CTGTO,CTIT-X-TTTCO,TGTCG 15
(@2 | 5-TCOAACG,TTCO-Y-GACAGICTGTC TS
35 | 5-TGCAACICTTON-Y-GACACG) TGTCT-S
Nedia 8562205

La fase normal representa un enlace fosforotioato; La fase

Itdlica representa un enlace fosfodiéster.

G;=2’ -desoxi-7-desazaguanosina

Gz=Arabinoguanosina
C;=1-(2’-desoxi-p-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

X= Ligador de glicerol

Y=Ligador C3
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EQUIVALENTES

Mientras la anterior invencién se ha descrito en més detalles
para propésito de claridad y entendimiento, se apreciari por
un experto en la técnica a partir de la lectura de esta
descripcién que varios cambios en la forma y detalles se
pueden hacer sin apartarse del verdadero alcance de la

invencién y reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1.

Un oligonucleétido inmunoestimulador que comprende al
menos un dinucleétido seleccionado de C*pG, C*pG* y CpG*,
en donde la secuencia del oligonucleétido es al menos

parcialmente autocomplementario.

El oligonucleétide inmunoestimulador de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde el oligonucleétido es de
aproximadamente 2 a aproximadamente 50 nucleétidos de

longitud.

El oligonucleétido inmunoestimulador de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde la secuencia de lo
oligonucleétido es de al menos 40 por ciento auto-

complementario.

Un método para tratar terapéuticamente un vertebrado que
tiene céAncer, un trastorno autoinmune, inflamacién de la
via aérea, trastornos inflamatorios, trastorno de piel,
alergia, asma o una enfermedad originada por un patdgeno,
tal método comprende administrar al vertebrado un
oligonucleétido inmunoestimulador de acuerdo con la

reivindicacién 1.

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la

ruta de administracién se selecciona de parenteral, oral,

ar
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sublingual, transdérmica, toépica, intranasal, aerosol,
intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal, pistola
de gen, parche dérmico, gota oftdlmica, gota para oido y

enjuague bucal.

Una formulacién farmacéutica que comprende el
oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1 Yy un

portador fisioldgicamente aceptable.

Un método para generar una respuesta inmune en un
vertebrado, el método comprende administrar al vertebrado
un oligonucledétido inmunocestimulador de acuerdo con la

reivindicacién 1.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 7, en donde la
ruta de administracién Be seleccionada de parenteral,
oral, sublingual, transdérmica, tépica, intranasal,
aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal,
pistola de gen, parche dérmico, gota oftdlmica y enjuaque

bucal.

Un método para prevenir el cancer, un trastorno
autoinmune, inflamacién de la via aérea, trastorno
inflamatorio, trastorno de piel, alergia, asma o una
enfermedad originada por un patdgeno en un vertebrado, tal
método comprende administrar a un vertebrado un
oligonucleétido inmuncestimulador de acuverdo con la

reivindicacién 1.

v
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10.

11.

12.

13.

14.

El método de acuerdo con la reivindicacién 9 en donde la
ruta de administracién se seleccionada de parenteral,
oral, sublingual, transdérmica, t6pica, intranasal,
aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal,
pistola de gen, parche dérmico, gota oftdlmica y enjuague

bucal.

Un inmunémero que comprende al menos dos oligonucleétidos
unidos por un ligador no nuclecotidico, en donde al menos
uno de los oligonuclebétidos comprende al menos un
dinucleétido seleccionado de CpG, C*pG, C*pG* y CpG*, y en
donde la secuencia de los oligonucleétidos son al menos

parcialmente auto-complementarios.

El inmunémeroc de acuerdo con la reivindicacién 11, en
donde el oligonucleétide es de aproximadamente 2 a

aproximadamente 50 nucleétidos de longitud.

El inmunémero de acuerdo con la reivindicacién 11, en
donde la secuencia del oligonucleétidos es de al menos 40

por ciento auto-complementario.

Un método para tratar terapéuticamente un vertebrado que
tiene céncer, un trastorno autoinmune, inflamacién de la
via aérea, trastornos inflamatorios, trastornos de 1la
piel, alergia, asma o una enfermedad originada por un
patégeno, tal método comprende administrar al vertebrado

un inmunémero de acuerdo con la reivindicacién 1l1.
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15.

16.

17.

18.

19.

El método de acuerdo con la Reivindicacién 14, en donde
la ruta de administracién se seleccionada de parenteral,
oral, sublingual, transdérmica, tépica, intranasal,
aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal,
pistola de gen, parche dérmico, gota oftdlmica, gota de

oidos y enjuague bucal.

Una formulacién farmacéutica que comprende el inmunémero
de acuerdo con la reivindicacién 11 y portador un

fisiol6gicamente aceptable.

Un método para generar una respuesta inmune en un
vertebrado, el método comprende administrar al vertebrado

un inmunémero de acuerdo con la Reivindicacién 11.

El método de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde
la ruta de administracién se seleccionada de parenteral,
oral, sublingual, transdérmica, tépica, intranasal,
aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal,
pistola de gen, parche dérmico, gota oftdlmica, gota para

oidos y enjuague bucal.

Un método para prevenir cidncer, un trastorno autoinmune,
inflamacién de la via aérea, trastornos inflamatorios,
desordenes de la piel, alergia, asma o una enfermedad
originada por un patégeno en un vertebrado, tal método
comprende administrar a un vertebrade un inmunémero de

acuerdo con la reivindicacién 11.

a5
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20.

El método de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde
la ruta de administracidén se seleccionada de parenteral,
oral, sublingual, transdérmica, tépica, intranasal,
aerosol, intraocular, intratraqueal, intrarectal, vaginal,
pistola de gen, parche dérmico, gota oftédlmica, gota de

oido y enjuague bucal.

Ao



7

116020/S00ZS(1/LOd

¥l eanbti

8£0700/9007 O



&

WO 2006/002038

Figura 1B

PCT/US2005/020911

Lol -
ot
»x
Oo
-
TCGAMGCAAGO
-

2/6



PCT/US2005/020911

WO 2006/002038

Figura 2
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Figura 3

Ligadores para sintesis lineal
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Figura 4
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HYB-031 - Lista de Secuencia
LISTA DE SECUENCIA

<110> AGRAWAL, SUDHIR
KANDIMALLA, EKAMBAR
YU, DONG

<120> MULTIMEROS DE OLIGONUCLEGTIDO INMUNOESTIMULADORES
<130> HYB-031US2

<140> 11/174,282
<141> 2005-07-01

<150> 11/153,054
<151> 2005-06-15

<150> 10/892,550
<151> 2004-07-15

<150> 60/579,885
<151> 2004-06-15

<150> 60/599,362
<151> 2004-08-06

<160> 41
<170> patentin ver. 3.3

<210> 1

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artfficial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina
<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 1
tcnaacnttc n

<210> 2

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artfficial

<220>

11
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)
<223>2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 2
tcnaacnttc g

<210> 3

<211> 11

<212> AND

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<400> 3
tctcaccttc t

<210> 4

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (3)
<223>Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (7)

<223> Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (11)

<223> Arabinoguanosina

<400> 4
tcnaacnitc n

<210>5

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencla Artificial

1

1
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<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (3)

<223> Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (7)

<223> Arablnoguanosina

<400> 5
tcnaacntic g 11

<210>6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artlificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanosina

<220>

<221> modfified_base

<222> (6)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (10)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (14)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 6
tcntcnaacn ticnagatga t

<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: oligonucledtido
Sintético

<220>
<221> modified_base
<222> (3)

21
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<223> Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (6)

<223> Arabinoguanocsina

<220>

<221> modifled_base
<222> (10)

<223> Arabinoguanosina

<220>
<221>modified_base
<222> (14)

<223> Arabinoguanosina

<400> 7
tentcnaacn ttcnagatga t 21

<210>8

<211>21

<212>ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (3)

<223> 2'-desoxiinosine

<220>

<221> modified_base
<222> (6)

<222> 2'-desoxiinosine

<220>

<221> modified_base
<222> (10)

<223> 2'-desoxiinosine

<220>

<221> modified_base
<222> (14)

<223> 2'-desoxiinosine

<400> 8
tentcnaacn ticnagatga t 21

<210>9

<211> 21

<212> AND

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético
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<220>

<221> modified_base

<2225 (2)

<223>1-(2'-desoxi-beta-D-ribofurancsil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<220>

<221> modified_base

<222> (5)

<223> 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<220>

<221> modified_base

<222> (9)

<223> 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<220>

<221> modified_base

<222> (13)

<223> 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<400> 9
thgtngaang ttngagatga t

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (2)

<223> Arabinocitidina

<220>

<221> modified_base
<222> (5)

<223> Arabinocitidina

<220>

<221> modified_base
<222> (9)

<223> Arabinocitidina

<220>

<221> modified_base
<222> (13)

<223> Arabinocitidina

<400> 10
ingingaang tingagatga t

<210> 11
<211> 21

21

21
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<212> ADN
<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artlficlal: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-5-hidroxicitidina

<220>

<221> modified_base

<222> (5)

<223> 2'-desoxi-5-hidroxicitidina

<220>

<221> modified_base

<2225 (9)

<223> 2'-desoxi-5-hidroxicitidina

<220>

<221> modified_base

<222> (13)

<223> 2'-desoxi-5-hidroxicitidina

<400> 11
ingingaang ttngagatga t

<210> 12

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanosina

<400> 12
Tenaacnttc

<210> 13

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

21

10
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<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 13
tenticnaac n 11

<210> 14

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Descripcidn de Secuencia Atrtificlal: oligonucleétido
Sintético

<400> 14tccaacctic g 11

<210> 15

<211> 11

<212> ADN

<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modifled_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 15
tcnttncaac n 1

<210> 16
<211> 11
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (3)

<223> Arablnoguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (7)

<223> Arabinoguanosina

<400> 16
tcnaacntic t

<210> 17

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanocsina

<220>

<221> modified_base
<222> (7)

<223> Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 17
tchaacntic n

<210> 18

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripclén de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

11

11
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<221> modified_base

<222> (8)

<223> 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguancsina

<400> 18
tcnaangttc n 1

<210> 19

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2’-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base
<222> (7)

<223> Arabinoguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 19
tcnaaentte n 11

<210> 20

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripclén de Secuencla Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modifled_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 1-(2'-desox-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<220>
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<221> modified_base
<222> (11)
<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 20
tecnaangttc n 1

<210> 21

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 21
tcnaacnttc n 11

<210> 22

211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desox|-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanocsina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 22
tcnaacnttc n 11



HYB-031 - Lista de Secuencia

<210> 23

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxl-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 23
tcnaacntte n 11

<210> 24

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11}

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 24
tcnaacntic n 11

<210> 25

<11> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificlal: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanocsina

<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (10)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 25
tncaanctin ¢

<210> 26

211> 11

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Arificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (10)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 26
tncaanciin ¢

<210> 27

<211> 11

<212> ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

11

11
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<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (10)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 27
tncaanctin ¢

<210> 28

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (B)

<223> Arabinoguanosina

<400> 28
ctgtenttct ¢

<210> 29

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (6)

<223> Arabinoguanosina

<400> 29
cigtenttct ¢

<210> 30

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<220>
<221> modified_base
<222> (3)

11

1

11
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<223> 2'-desoxi-7-desazaguanocsina

<220>

<221> modified_base

<222> (8)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 30
tentgtontt t 11

<210> 31

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 31
tnciginctt t 11

<210> 32

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modifled_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2’-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 32
tcnaacnttc n 11

<210> 33



HYB-031 - Lista de Secuencia

<211> 12
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencla Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (2)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (11)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 33
tncaacnctt nc 12

<210> 34

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Descripcién de Secuencla Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 34
tctgtentte t 11

<210> 35

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modlfied_base
<222> (7)

<223> Arabinoguanosina

<400> 35
tcigtentte t 11
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<210> 36

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (6)

<223> 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-2-oxo-7-desaza-8-
metilpurina

<400> 36
tctgtngttc t 1

<210> 37

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<400> 37
tctcacettc t 11

<210> 38

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 38
tctgtcnaca g 11

<210> 39

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencla Artificial: Oligonucledtido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (B)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina



N
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<400> 39
tctgtncaca g

<210> 40

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleétido
Sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (3)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<220>

<221> modified_base

<222> (7)

<223> 2'-desoxi-7-desazaguanosina

<400> 40
tcnaacntic t

<210> 41

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledtido
Sintético

<400> 41
tegaacgttc g
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- From (he INTERNATIONAL BUREAU

PCT Yo: _ T
ECERIVIE
FIRST NOTICE INFORMING THE AFPLICANT OF KEOWN, Wayna, A. T
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL Keown & Associales BT Y S
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH 800 Wast Cummings Park
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HYBRIDON, INC. atal
= —
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLIMIED UNDER THE PATENT COOPENATION TREAYY (PCT)

(43) International Poblication Dals PCT

5 Jannary 2006 (05.01.2006)

(M EEER SRR

(10) Insermalionsl Publicetion Numbar

WO 2006/002038 A2

(81) Intorsmiional Pateni Clagsification:

ASIK JRA8 (006.01)
(21) Intormailonal Applicaiinn Numbar
. PCT/US2005/03091 |
(22) Interomilonsl Fillng Dutec 15 Juns 2005 (15.06.2008)
(25) ¥iiing Langeuge: Bnglith
(28) Publication Language Bngikh *
(30) Priarily Daix
S0/579.985 15 Jone 2004 (15.063000) U3
807999382 6 Aagos 2004 (0S.0820048) US
(TL) Appliesmt (for ail depignaind Suny except US): HYRRE-
DON, INC. (US/USE; M3 Visar Suost, Camivkige, MA
01 (Us)
(72) Iaveniorm and

(10) Inventarw/Applicanis (for US onlyk AGRAWAL, Swd-
hlr [USASB); 61 Lamplighier Drive, Shrowsbwry, MA
D1343-3456 (US), KANDIMALLA, Exwmbar USRS
& Candiswood Land, Seukboro, MA O1771-198] (US)

YU, Doag [US/US]; 25 Tadian Pand Raad, Westborn, MA
olLsal1-1148 (US).

(7)) Apmb KREDWN, Wayna, A.; Keown & Amociaios, 500

Went Commings Park. Sclio 1200, Woburn, MA 01301
(US)

EN NN A

(81) Duignuied Stwios (saiex oiherwin indicatad, for svery

o natiorm! protection avgiiablel AE. AQ, AL, AM.,

. AZ, BA, BB, RG. BR, BW, BY, RZ, CA, CH,CN,

J CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, B0, B8, M,

,.GD, O GH, GM, HR, HU, 1D, 1L, ™, 1S, JF. KB,

KG, KM, KP. KR, KZ. LC, LK, LR, LS, LY, LU, LV, MA.

MD. MO, MK, LIN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI. NO, NZ,

OM, PO, PH. PL, PT, RO, RU), 8C, 5D, 50, 5Q. BX, fL.,

SM, 5Y; T2, TH, TN, TR, TT, TZ UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, 2M, ZW.

(M) Designaimi Statas (mirsy cthirwis indicaied for avery
GM, KH, LS, MW, MZ, NA, 3D, 31, 3Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Bamtian [AM, AZ, BY, KG, K2, MD, KU, TJ, TM).
SE. 8L K, TR), OAFI (BF, BJ, CP, CO0, C1, CM, A, ON,

Pubiehued:

—  withos Imernasional search rport snd 1o be republishad
épan recalpt of shat rport

For tws-latiat codes and ocker abbreviations. refar w0 thy "Gakl-
ancx Noies on Codes and Abbreviastans” appearing of the bagin-
ning of eoch neyuiar bxwe qf the PCT Cagetie,

s

WO 2006/002038 A2 |HREIEN
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Ticmation! Nling detn (dapimonshienr)

16 June 2005 (16.06.2005)
Priority dutw (daymenthiear)
15 June 2004 (16.06.2004)

80D West Cumminga Park

Sulte 1200
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

KEOWN, Wayms, A
Keown & Assoclates

Wobum, MA 01801
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H From the INTERNATIONAL BUREAY

ECLIVE
SEP. 06 2005

HYBRIDON, INC. ot al

L

OF PRIORITY DOCUMENT

fils refiwenon

—

26 August 200% (26.08.200%)

PCTAIS2006/020811

Taaratiosal publcation A% (Sevinemik/yrer)

HYB-031PC
Incemational sppllention Ne.

(PCT Administrative Instructions, Section 411)
[ Dete of maiting (apimomiiiyesey
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Apphien:

ik 0
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il
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m mMmu 82

of reoelpt,
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iy odth
Is oot scoapted
i oty claim
within a ima
Priovity appliotion N,
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Serge RUBY (Fax 338-8895)

Pacaiimila No. (41-22) 138.09.95

Telophono No. +41 22 338 8134

(Janmary 2004) ,

Facsimils Ne- +41 22 338 &2 70




PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREALI

PCT To:
NOTIRCATION OF RECEIPT OF KEOWN, Wayne, A.
RECORD COPY Keown & Aasoclaiss A
6§00 Wasat Cumminge Pe cemmaSiIIT TRV
(PCT Rule 24.2(a)) Suite 1200
- Weburn, MA 01801
Unitad States of Amarica
Dstn of mailing (dey/monthiyear L
11 August 2006 (11.08.2005) IMPORTANT NOTIRCATION
Appliopnt's or sgent’s fis referance intarnstional appication No.
HYB-031PC PCTAJS2006/020911

Tha appilcant s hereby nutified that the internations! Bursau has received ths record copy of tha intarnations| sppiiogtion us
detalied below.

Namadta) of the applicant(s) and State{s} for which they wy applioants:

HYBRIDON, INC. {for all deslgnated States except US)
AGRAWAL, Sudhir et al {for US)

Intarnations] kg date : 16 Juns 2006 (16.06.2005)
Prigrity data(s) elsimed : 16 June 2004 (15.06.2004)

08 August 2004 (08.08.2004)
B o meanrtona, Buneay e - i 02 August 2005 (02.08.2005)
Lint of dasignated Officns :

AP :BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA SD,5L,52,TZ, UG, ZMZW
EA :AM.AZ RY.XG,KZ,MD,RU.T).TM
EP S:AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GH,HU,IE,IS,I'I',LT,LU.MC.NLPL.FT.HO.SE

15K, TR
OA :BFBJ,CF,CG,CLCM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE SN, TD, TG
National :AE,AG,AL AM,AT,AU,AZ,BA BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,GR,CU,CZ,DE,DK,DM,
DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE KG,XM,KP KR KZLC LK LR,
LS,LT,LU,LV,MA, MD,MG, MK, MN, MW, MX,MZ,NA,NG,NI,NO.NZ,OM,PG,PH,PLFT,RO,RU,SC,SD,SE,
$Q,SK.SL.SM,EY,TJ, TM,TN,TR,TT,TZ,UA, UG,US,UZ.VC.VN.YU ZAZM ZW

Fomsimlia No. {41-22) 338.80.96 Talaphone No. (41-27) 338 8164

Farm PCTAB/A0T (Janwary 2004) . 008771452



Continuation of Form PCTAB/ZM
NOTIFICATYON OF RECEIPT OF RECORD COPY

Date of malling {day/monthiyear) ’

11 August 2005 {11.08.2005) _ IMPORTANT NOTIHCATION
Applloant's or agent's file rﬁlmlu intevrational spplioation No.

HYB-031PC PCTAS2006/020911
ATTENTION

The applaant should earefully chack the data appesring In this Notiffeation. in case of any disorapenoy between these data
and the ndications in the Imemational appliostion, the spplicent should Immaedistely Inform the nternations] Burksyu.

I gcisttion, the appiloent's sttantion ks drewa to the inftimstion contulngd bn the Annex, relsting to:
- time Nmits for entry into the natons) phase - see opduted knportssst Infornestion (e of Assl 2002)
- requirements regarding priority doouments @f ypplicablel
A oopy of this Notification la baing sent t0 the receiving Office and to the intornations| Searching Authority.

Wy PP RN A Jomtl eyt o ol m i) # Vemaem - A n
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ANNEX TO FORM PCT/IB/301 PETUS2005/020011

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE

Tha applicant |s raminded that the “nations! phase™ Mit be ovtered Sefore esch of the dasignened Offices Indicated on
the cover sheet of this Notifiostion by paying nationsl fess and fumishing translstions, ss prascribed by Artivies 22 and 30 and
the appileable national lews- In addhion, the sppliosnt may slso have to comply with ather appolal resuiramaenes applicable
in cartyin OMows. k Is the spplicant’s responeibiliy to shsurs the nessassry ¥teps 10 enter the netional phase ere tsken In a
timely fashisn. Moxt Ofices 60 not trsus ramindurs to applieanty in connaction with the entry Inta the ngtional phess.

The spplliabis tme AmE for ontoring tha natiansl phease will, subject to wisst ls sald inthe ollowing pavagraph, be
30 MONTHA from the priority date, notonly In respedt of any alscted Offics Ha demund for interastional pryliminary
sxamingtion is fled beforw tha axpiration of 19 months from tha priority date (sow Artlcie 38(1)), but alsa [ respect of any
designated Offlos, In the sbeence of Ming of such demand, whare Artlale24(1) aa modifled with effect from 1 April 2002
sppiles In reapect of thet designated OMiss. For frther dutalls, soe PCT Gezstte No. 442001 of T November 2001, pages 19826,
168352 end 10034, o5 well as the PCT Nawalattar, October snd November 2001 snd Fabruary 2002 lssuss.

In practics, tme Kmits other than the 30-month tme Bk will continge 1o apply. for varicus parings of tima, in reapeat of
oartain designated or slectad OMlass. For regulas updates cu the sppliasbly tirw timita (20, 21, 38 or 31 moviie, or other
o D), OMics by Office. refer t0 the PCT Gaxettof"Saction N™ part publlshed on s weskly basis). to the PCT Newslnter
{on 1 monthly besly) snd  the ralevant Nationsl Chapters in Voluma N of the PCT Applicant'a Guide (the papar version of
which ls updated usually Ywice s year and the Intarnat varsion of which iy updeted usually on e weekdly basls). Flnally, a
oumulstive table of ail apylicabls tims Limits for entertng the netional phasa Is avallable from WIPO's Inbemat sita, via inks
from varicus pages the sita ingluding thoae of the Gazette, Newsletter and Gulde, st  http=iwww.wipont/pot/gningdmchimi,

Information about tha requirements for filing a demans for internations] prellmingry sxeslaiiion is sot out In the PCT
Applicant's Gulde. Volume VA, Chaptar DL  Note that only sn spplicent who s » national or realdent of & PCT Co

mtreating
State which is bound by Chepter Bl hes the rightto fle @ demand for Intamstional preliminery sxtsminstion (st present, sll
PCT Contracting Stytes are bound by Chapter i) +

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS
For appllaams who have not yet compiled with the roguirements regarding priority dodtamenta, the following la recafied.

Whate the priorhy of an sarfier nattonal, regional of interngtionat spplicetion ie clsimed, the appiisant must submit s copy
of the sl sarfter application, cartified by the authorty with which it waa flled ("tha prlority dooument'') to the recelving Office
(which will rangmit it to the Internstonat Bursau) ar direatly 1 thy intymytionsl Burssy, belore the expiration of 18 monthe from
tha priority dute, provided that any such priorty dooumernt may stll be submittad to the intymations) Bureay before thet dute of
internations! publidation of the International appliestion, in which cese that dooumnent will be considered to have been reasived
by the imternational Bureau an the last dey of the 18-month tme Fmit (Rule 17.1(a)}

Whars the pricrity Jeoumant Is lssusd by the recsliving Offios, the applicart may, instead of submitting the priority
document, request the reselving Offios to prepare and transmit the priarity document to the intermational Bursscw. Such request

mugt ba mads before the spimtion of the 18-month tims Imit and may be subjected by tha recsiving Offios o the payment
of a fes (Rule 17.1(b)).

H the priarity dasument concerned [a not submitted to the Internationel Buresu or if the request to the recalving Offlos
o prepare and tranamit the priority dogument has not besn made (and the asrespunding fee, i sny, pald} within the applioable
tima Imit indicated under the praesding parsgraphs, any designatad State may disregend the priority olalm, provided that no
designatad Offios may Jisregard the priority claim agnosmed bedore glving the sppiicant an apparunity, upon antry imto the
national phess, to furnish the priorily doourrent within the tima Emit which [z rewsonsble vndar the clroumetaness (Rule 17.1(aj)

Where several pricriea are clsimed, the priatiy data to be aonsiderad for the purposes of computing the 16-snonth time
Rmiz (snd all athar BCT Ume limita) s the filing data of the varfiest appllostion whosa priartty s claimad {Artiele 2(x{bl)

Form PCTTIAS01 (Anngx) (January 2004)
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! ﬂ; SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
. 2 DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA  PATENTE DE INVENCION PCT ___ MODELO DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL
(21) N* de solicitud: {22) Fecha de soficitud
51) Clasificacién intemacional: AB1K 4400
(71) Solicitante (es) HYBRIDON, INC.
{72) inventor (es) AGRAWAL, Sudhir // KANDIMALLA, Ekambar / YU, Dong.
(74)Agente: _ JIMENA ESCOBAR URIBE mum.c:n::nremm
(30) Prioridad {31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pals
Estados Unidos de América B/579,985 1508/04 us
Estados Unidos de América 60/589,362 06/08/04 us
{85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacién intemnacional:
{86) Datos relativos a la presentacion ds la solic. PCT Fecha: 0501708
Fecha de presentacion de la sollcitud: 15/08/05 No. Publicacién : WO 2008002038 A2
No. de soficitud PCT/US2005020911
) Thulo: MULTIMEROS DE OLIGONUCLEOTIDO INMUNOESTIMULADORES.
{57) Resumen:

La invencién proporciona un dcido nucléico inmunoestimulador. En ciertas modaiidades, segtn este aspecto de la invencion, ia
secuencia del oligonucleotido inmunoestimulador y/o el inmundmero es por lo menos parcialmente autocomplemantario.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
,“ﬂmy Camercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PERINTENDENCIA __ PATENTE DEINVENCION ___ PCT ____ MODELO DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL
(21) N° de solicitud: (22) Fecha da solicitud:

51) Clasificacién Internacional . AB1K 48/00

—

(71) Solicitants (es)  HYBRIDON, INC.

(72) Inventor (s)  AGRAWAL, Sudhlr  # KANDIMALLA, Ekembar # YU, Dong.

(74) Agente: JIMENA ESCOBAR URIBE

(30) Prioridad (31) No.Priorided 32) Fecha (33 Pabs

Estados Unidoe de América 80/579,985 15/08/04 Us

Estados Unidos de América 60/589,362 08/08X4 us

(85) Facha Inicio fase nacional : (87) Publicacion Internacional

(86) Datos relutivos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: Fecha (dd/mm/aa)
Fecha de presentacidn de la solicitud : Fecha (dd/mm/as) N° publicacion: WO 2000002038 A2 de 0501006
No. de soliciud PCTAIS2005020911 de 150805
Titulo:

MULTIMEROS DE OLIGONUCLEOTIDO INMUNOESTIMULADORES.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION i MODELO DE UTILIDAD [ ]

€ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [J/
4 Datos de identificacldn del sollcitante o de la persona que presenta la solicitud [.

@ Descripcién de la invencidn -]/
¢ Dibujos de ser estos pertinentes []

¢ Comproba:?e pago de las tasas establecidas J/
COMPLETA [ ~ INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

. @ Indicacién de que se solicita el reglstro de Disefio Industrial []
¥ Datos de Identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacldn gréfica y fotogréfica det Diseflo Industrial 0 ‘muesta del [

material que incorpora el disefio
€ Camprobante de pago de las tasas establecidas [3
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ] .
¢ Indicacién de que se solicita el registro de un E.squema de Trazado [
¢ Datos de |dentificaclén del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
¢ Representacion grifica del esquema trazado . [
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [

[

COMPLETA [ ]

INCOMPLETA

Firma Responsable /

- Fecha . Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 8208 40
Fax: 3506220
E-mall: jifo@sic.gov.co
www.slc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor(a)
ESCOBAR URIBE JIMENA

REFERENCIA Radicaclén No. 07 3318
Solicitud internacional PCT/U82005/020911
Fecha inicio fase nacional 15/01/2007

Trémite 11
Evento 378
Actuaclién 430

oficio No. = Luu.1965

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DecisiSn 466 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declsifn 486.

2. La 8olicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por loa articulos 63 y subsigulentes del C6digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento qus acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decislién 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha da
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderaré abandonada y perder& su prelacién.

Notifiquese el presente oficioc conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA EL
Jefe de la divieién de Nuevas Creaciones

El ante¥ior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de

fecha ‘ 30 g FEB. 2001

adpalo L
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