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COMPOSICIONES DE ARNi DE SERPINC1 Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad a la Solicitud Provisional de Estados
Unidos Num. 62/793.020, presentada el 16 de enero de 2019, cuyo contenido completo se
incorpora a la presente memoria como referencia.

Esta solicitud esta relacionada con la Solicitud Internacional Num. PCT/US2018/041400,
presentada el 10 de julio de 2018, la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num.:
62/530.518, presentada el 10 de julio de 2017, la Solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos Num.: 62/599.223, presentada el 15 de diciembre de 2017, la Solicitud de Patente
Provisional de Estados Unidos Num.: 62/614.111, presentada el 5 de enero de 2018, y la
Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num.: 62/673.424, presentada el 18 de mayo
de 2018. El contenido completo de cada una de las solicitudes de patente anteriores se incorpora
a la presente memoria como referencia.

Esta solicitud también esta relacionada con la Solicitud de Patente de EE. UU. Num.:
15/371.300, presentada el 7 de diciembre de 2016, la Solicitud Internacional Nam.
PCT/US2016/065245, presentada el 7 de diciembre de 2016, con la Solicitud de Patente
Provisional de Estados Unidos Num. 62/264.013, presentada el 7 de diciembre de 2015, con la
Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num.: 62/315.228, presentada el 30 de marzo
de 2016, con la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num. 62/366.304, presentada
el 25 de julio de 2016, y con la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num.
62/429.241, presentada el 2 de diciembre de 2016. El contenido completo de cada una de las
solicitudes de patente anteriores se incorpora a la presente memoria como referencia.

Asimismo, esta solicitud esta relacionada con la Solicitud de Patente Provisional de
Estados Unidos Num.: 61/992.057, presentada el 12 de mayo de 2014, la Solicitud de Patente
Provisional de Estados Unidos Num.: 62/089.018, presentada el 8 de diciembre de 2014, la
Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos Num.: 62/102.281, presentada el 12 de enero
de 2015, y la Solicitud Internacional Num. PCT/US2015/030337, presentada el 12 de mayo de
2015. El contenido completo de cada una de las solicitudes de patente anteriores se incorpora a la
presente memoria como referencia.

Esta solicitud también esta relacionada con la Solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos Num.: 61/638.952, presentada el 26 de abril de 2012, la Solicitud de Patente Provisional
de Estados Unidos Num.: 61/669.249, presentada el 9 de julio de 2012, Solicitud de Patente
Provisional de Estados Unidos Num.: 61/734.573, presentada el 7 de diciembre de 2012, la
Solicitud de Patente de EE. UU. Num.:13/837.129, presentada el 15 de marzo de 2013, ahora
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Patente de EE. UU. Num.: 9,127,274, la Solicitud de patente de EE. UU. Num.: 14/806.084,
presentada el 22 de julio, 2015, ahora Patente de EE. UU Num.: 9.376.680, la Solicitud de
Patente de EE. UU. Num.: 15/070.358, presentada el 15 de marzo de 2016, la Solicitud de
Patente de EE. UU. Num.: 15/955.873, presentada el 18 de abril de 2018, la Solicitud de Patente
de EE. UU. Num.: 16/220.157, presentada el 14 de diciembre de 2018, y la Solicitud
Internacional Num. PCT/US2013/038218, presentada el 25 de abril de 2013. Esta solicitud
también esta relacionada con la Solicitud Internacional Num. PCT/US2012/065601, presentada
el 16 de noviembre de 2012. El contenido completo de cada una de las solicitudes de patente

anteriores se incorpora a la presente memoria como referencia.

Lista de Secuencias
La presente solicitud contiene una lista de secuencias que se ha enviado
electronicamente en formato ASCII y se incorpora a la presente como referencia en su totalidad.
Dicha copia ASCII, creada el 7 de enero de 2020, se denomina 117811 03020 SL.TXT y tiene
un tamafio de 20.997 bytes.

Antecedentes de la Invencion

Serpincl es un miembro de la superfamilia de inhibidores de proteinasa de serina
(serpina). Serpinc] es un inhibidor de la proteasa plasmatica que inhibe la trombina, asi como
otras serina proteasas activadas del sistema de coagulacion, tales como los factores X, IX, XI,
XII'y VIl'y, por tanto, regula la cascada de la coagulacion sanguinea. La actividad anticoagulante
de Serpincl se ve reforzada por la presencia de heparina y otros glicosaminoglicanos
relacionados que catalizan la formacion de complejos de trombina:antitrombina (TAT).

Los trastornos hemorragicos, ya sean heredados o adquiridos, son afecciones en las que la
coagulacion de la sangre es inadecuada. Por ejemplo, la hemofilia es un grupo de trastornos
hemorragicos genéticos hereditarios que afectan la capacidad del cuerpo para controlar la
formacion de coagulos o coagulacion de la sangre. La hemofilia A es un trastorno genético
recesivo ligado al cromosoma X que implica una carencia de Factor VIII de coagulacion
funcional y representa 80% de los casos de hemofilia. La hemofilia B es un trastorno genético
recesivo ligado al cromosoma X que implica una carencia de Factor IX de coagulacion
funcional. Comprende aproximadamente 20% de casos de hemofilia. La hemofilia C es un
trastorno genético autosomico que implica una carencia de Factor XI de coagulacion funcional.
La hemofilia C no es completamente recesiva, ya que los individuos heterocigotos también

muestran un aumento del sangrado.



10

15

20

25

30

Aunque en la actualidad no existe cura para la hemofilia, se puede controlar con
infusiones regulares del factor de coagulacion deficiente, p. €j., Factor VIII en la hemofilia A.
Sin embargo, algunos hemofilicos desarrollan anticuerpos (inhibidores) contra los factores de
reemplazo que se les administran y, por lo tanto, se vuelven refractarios al factor de coagulacion
de reemplazo. Por consiguiente, los sangrados en tales sujetos pueden no ser controlados
adecuadamente.

Un agente terapéutico de iARN bajo investigacion, administrado subcutaneamente, una
vez al mes, que se dirige a antitrombina (AT), Fitusiran, se ha desarrollado recientemente para el
tratamiento de la hemofilia A y B, con y sin inhibidores, y se necesitan composiciones
farmacéuticas estables que comprendan tal agente terapéutico en la técnica como tratamientos

alternativos para sujetos que padecen un trastorno hemorragico, tal como hemofilia.

Compendio de la Invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de composiciones
farmacéuticas estables que comprenden un agente de acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh)
que inhibe la expresion de un gen de Serpincl que tiene una mejor estabilidad, eficacia,
durabilidad y facilidad de administracion. en comparacion con otras composiciones que
comprenden un agente de ARNdh que inhibe la expresion de un gen de Serpincl. Tales
composiciones farmacéuticas son utiles para tratar sujetos que tienen un trastorno hemorragico,
tal como una hemofilia.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion
farmacéutica para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de acido
ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracioén de aproximadamente 50 mg/mL a
aproximadamente 200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una
concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es adecuado para la administracion subcutanea a un sujeto, en donde
el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleétidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf— 3' (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, C y U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado al
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector , y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
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, en donde el agente
de ARNdh est4 en forma de acido libre.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de acido ribonucleico de
doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente
200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH de la composicion
farmacéutica es adecuado para la administracion subcutinea a un sujeto, en donde el agente de
ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf— 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfesasg SEQ ID
NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:

Ho OH
0 H H
HO O\/\/YN\/\/N HO

oy

o , en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de sal.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de acido ribonucleico de
doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente
200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS ) a una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la osmolalidad de la
composicidon farmacéutica son adecuados para la administracién subcutanea a un sujeto, en
donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucledtidos

5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido

N
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que consiste en la secuencia de nucleétidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3'
(SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf
son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado
con el extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el

conector tienen la siguiente estructura:
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, en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de acido libre.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de 4cido ribonucleico de
doble hebra. (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente
200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la osmolalidad de la
composicion farmacéutica son adecuados para la administracion subcutanea a un sujeto, en
donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucledtidos
5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCtaAf - 3° (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido
que consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3'
(SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf
son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado
con el extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el

conector tienen la siguiente estructura:
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, en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de sal.

La forma de sal del ARNdh puede ser una forma de sal de sodio.
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En una realizacion, sustancialmente todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotiotato en el
agente comprenden un contraion de sodio. En otra realizacion, todos los grupos fosfodiéster y/o
fosforotiotato en el agente comprenden un contraion de sodio.

La concentracion de PBS en la composicion farmacéutica puede estar entre
aproximadamente 2 mM y aproximadamente 7 mM; entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 6 mM; o aproximadamente 5 mM.

El pH de la composicion farmacéutica puede estar entre aproximadamente 5,0 y
aproximadamente 8,0; entre aproximadamente 6,0 y aproximadamente 8,0; entre
aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,5; o entre aproximadamente 6,8 y aproximadamente
7,2.

La osmolalidad de la composicion farmacéutica puede estar entre aproximadamente 50 y
aproximadamente 400 mOsm/kg; entre aproximadamente 100 y aproximadamente 400
mOsm/kg; entre aproximadamente 240 y aproximadamente 390 mOsm/kg; o entre
aproximadamente 290 y aproximadamente 320 mOsm/kg.

La concentracion del agente de ARNdh en la composicion farmacéutica puede estar entre
aproximadamente 50 mg/mL y aproximadamente 150 mg/mL; entre aproximadamente 80
mg/mL y aproximadamente 110 mg/mL; o aproximadamente 100 mg/mL.

En una realizacion, la composicion es estable entre aproximadamente 6 meses y
aproximadamente 36 meses cuando se almacena entre aproximadamente 2°C y aproximadamente
8°C. En otra realizacion, la composicion es estable entre aproximadamente 6 meses y
aproximadamente 36 meses cuando se almacena a aproximadamente 25°C y 60% de humedad
relativa (HR). En otra realizacion mas, la composicion es estable durante aproximadamente 6
meses cuando se almacena a aproximadamente 40°C y 75% de humedad relativa (HR).

En otra realizacion, la composicion es estable hasta aproximadamente 36 meses cuando
se almacena entre aproximadamente 2°C y aproximadamente 8°C. En otra realizacion, la
composicion es estable hasta aproximadamente 36 meses cuando se almacena a
aproximadamente 25°C y 60% de humedad relativa (HR). En otra realizacion mas, la
composicion es estable hasta aproximadamente 6 meses cuando se almacena a aproximadamente
40°C y 75% de humedad relativa (HR).

En una realizacion, la composicion comprende no menos de (“NLT en sus siglas en
inglés”) aproximadamente 95,0% de area del duplex y no mas de (“NMT en sus siglas en
inglés”) aproximadamente 5% de area de impurezas totales del diplex seglin se determina

mediante [IPRP-HPLC no desnaturalizante de pureza.
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En una realizacion, la composiciéon comprende no menos de (NLT) aproximadamente
85,0% de area total de hebras sencillas seglin se determina mediante AX-HPLC desnaturalizante
de pureza.

En una realizacion, la composiciéon comprende no menos de (NLT) aproximadamente
80,0% de area total de hebras sencillas seglin se determina mediante [IPRP-HPLC
desnaturalizante de pureza.

La presente invencion también proporciona viales y jeringas que comprenden las
composiciones farmacéuticas de la invencion.

Los viales pueden incluir de aproximadamente 0,5 mL a aproximadamente 2,0 mL de la
composicion farmacéutica; o aproximadamente 0,8 mL de la composicion farmacéutica.

Las jeringas de la invencidon pueden ser una jeringa de 1 mL; o una jeringa de 3 mL. En
una realizacion, la jeringa es una jeringa de un solo uso de 1 mL.

Las jeringas de la invencion pueden incluir una aguja 29 G; o una aguja 30 G. En una
realizacion, la aguja es una aguja 29G.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de acido ribonucleico de
doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 100 mg/mL y solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracién aproximadamente 5 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucleotidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, c y u son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:

Ho ,OH
0 H H
HO O\A/YN\/\/N HO ‘

S

0 , en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de acido libre.
En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para

inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente acido ribonucleico de doble
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hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, C y U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:

o Ho \
AcHN 5 \? ‘
[ )0

N

, en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de sal.

En un aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de acido ribonucleico de
doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 100 mg/mL y solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la
osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, C y U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
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En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl, que comprende un agente de 4cido ribonucleico de
doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la
osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucleotidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, c y u son 2’-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
Ho OH

N (ot |
HO N HO, ‘
Oyo
N

0]

ir
;
1
2

o , en donde el agente de

ARN(dh esta en forma de sal.

En una realizacion, la forma de sal es una forma de sal de sodio.

En una realizacion, sustancialmente todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotiotato en el
agente comprenden un contraion de sodio. En otra realizacion, todos los grupos fosfodiéster y/o
fosforotiotato en el agente comprenden un contraidon de sodio.

En una realizacion, la composicion es estable entre aproximadamente 6 meses y
aproximadamente 36 meses cuando se almacena entre aproximadamente 2°C y aproximadamente
8°C. En otra realizacion, la composicion es estable entre aproximadamente 6 meses y

aproximadamente 36 meses cuando se almacena a aproximadamente 25°C y 60% de humedad
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relativa (HR). En otra realizacion mas, la composicion es estable durante aproximadamente 6
meses cuando se almacena a aproximadamente 40°C y 75% de humedad relativa (HR).

En una realizacion, la composicion es estable hasta aproximadamente 36 meses cuando
se almacena entre aproximadamente 2°C y aproximadamente 8°C. En otra realizacion, la
composicion es estable hasta aproximadamente 36 meses cuando se almacena a
aproximadamente 25°C y 60% de humedad relativa (HR). En otra realizacion mas, la
composicion es estable hasta durante 6 meses cuando se almacena a aproximadamente 40°C y
75% de humedad relativa (RH).

En una realizacion, la composiciéon comprende no menos de (NLT) aproximadamente
95,0% de area del diplex y no més de (NMT) aproximadamente 5% de area de impurezas totales
del duplex segtn se determina mediante IPRP-HPLC no desnaturalizante de pureza.

En una realizacion, la composiciéon comprende no menos de (NLT) aproximadamente
85,0% de 4rea total de hebras sencillas segtin se determina mediante AX-HPLC desnaturalizante
de pureza.

En una realizacion, la composicion comprende no menos de (NLT) aproximadamente
80,0% de area total de hebras sencillas segiin se determina mediante IPRP-HPLC
desnaturalizante de pureza.

La presente invencion también proporciona un vial que comprende las composiciones
farmaceéuticas anteriores. Los viales pueden incluir de aproximadamente 0,5 mL a
aproximadamente 2,0 mL de la composicion farmacéutica; o aproximadamente 0,8 mL de la
composicion farmacéutica.

La presente invencion proporciona adicionalmente una jeringa que comprende las
composiciones farmacéuticas anteriores.

Las jeringas de la invencion pueden ser una jeringa de 1 mL; o una jeringa de 3 mL. En
una realizacion, la jeringa es una jeringa de un solo uso de 1 mL.

Las jeringas de la invencion pueden incluir una aguja 29 G; o una aguja 30 G. En una
realizacion, la aguja es una aguja 29G.

En una realizacion, la jeringa es una jeringa precargada.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vial de 2 mL que comprende
aproximadamente 0,8 mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen
de Serpincl, en donde la composicion farmacéutica comprende un agente de 4acido ribonucleico
de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la

osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el
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agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:

Ho OH
0 H H
HO O\/\/YN\/\/N HO

oy

Ho OH ° ° °
oy
HO N N~ ~O
i : , en donde el agente de ARNdh

estd en forma de sal de sodio y todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente
comprenden un contraion de sodio.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una jeringa de un solo uso precargada
de 1 mL que comprende una aguja 29G, en donde la jeringa comprende aproximadamente 0,8
mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, en donde
la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico de doble hebra
(ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la
osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, C y U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
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; , en donde el agente de ARNdh
estd en forma de sal de sodio y todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente
comprenden un contraiéon de sodio.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vial de 2 mL que comprende
aproximadamente 0,8 mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen
de Serpincl, en donde la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico
de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la
osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el

agente de ARNdh tiene la estructura
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en donde Am, Gm, Cm y Um son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son
2'-fluoro A, G, C, U; s es un enlace fosforotioato; y en donde L96 es un ligando y conector que

tiene la siguiente estructura:

Ho\%wmug

AcHN
en donde el agente de ARNdh esta en forma de sal de sodio y todos los grupos

fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente comprenden un contraion de sodio.
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En otro aspecto, la presente invencion proporciona una jeringa precargada de un solo uso
de 1 mL que comprende una aguja 29G, en donde la jeringa comprende aproximadamente 0,8
mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, en donde
la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico de doble hebra
(ARNdh) a una concentracioén de aproximadamente 106 mg/mL y solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde la
osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el

agente de ARNdh tiene la estructura

f Am Af Gm Uf Um

m G
2 {edededsdadadg
gl Pl I I 1P .'f"-’r_.l-' =TT

L
&
A1
n=0=
% kY
o=
w=0
\ k%
=T
Y
="
o
=g 3
o-meg 3
——
—o=0y
. kY
-
o=-T=0

en donde Am, Gm, Cm y Um son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son
2'-fluoro A, G, C, U; s es un enlace fosforotioato; y en donde L96 es un ligando y conector que

tiene la siguiente estructura:

HO OH
&&o oA |
HO \/\/\[r NN Ho, ‘

AcHN
en donde el agente de ARNdh esta en forma de sal de sodio y todos los grupos
fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente comprenden un contraion de sodio.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vial de 2 mL que comprende
aproximadamente 0,8 mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen
de Serpincl, en donde la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico
de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleétidos 5'-

GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
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consiste en la secuencia de nucledtidos 5'- usUfsgAtaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtesasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2’-O-metilo (2’-OMe) A, G, C y U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
Ho ,OH
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HO \/\/Y ~N \? HO, ‘
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HO\%O NSNS0
AchN V\/@/H : , en donde el agente de ARNdh

estd en forma de sal de sodio y todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente
comprenden un contraion de sodio.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una jeringa precargada de un solo uso
de 1 mL que comprende una aguja 29G, en donde la jeringa comprende aproximadamente 0,8
mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, en donde
la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico de doble hebra
(ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el
agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3’ (SEQ ID NO: 941) y una hebra antisentido que
consiste en la secuencia de nucleotidos 5'- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3' (SEQ
ID NO: 960), en donde a, g, c y u son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-
fluoro A, G, C, U; y s es un enlace fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el
extremo 3’ de la hebra efectora a través de un conector, y en donde el ligando y el conector

tienen la siguiente estructura:
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en donde el agente de ARNdh esta en forma de sal de sodio y todos los grupos

fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente comprenden un contraidon de sodio.
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En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vial de 2 mL que comprende
aproximadamente 0,8 mL de una composicién farmacéutica para inhibir la expresion de un gen
de Serpincl, en donde la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico
de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH
de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el

agente de ARNdh tiene la estructura
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en donde Am, Gm, Cm y Um son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son
2'-fluoro A, G, C, U; s es un enlace fosforotioato; y en donde L96 es un ligando y conector que

tiene la siguiente estructura:
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en donde el agente de ARNdh esta en forma de sal de sodio y todos los grupos
fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente comprenden un contraion de sodio.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una jeringa precargada de un solo uso
de 1 mL que comprende una aguja 29G, en donde la jeringa comprende aproximadamente 0,8
mL de una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, en donde
la composicion farmacéutica comprende un agente de acido ribonucleico de doble hebra
(ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106 mg/mL y solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente 5 mM, en donde el pH de la
composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2, en donde el

agente de ARNdh tiene la estructura
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en donde Am, Gm, Cm y Um son 2'-O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son
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2'-fluoro A, G, C, U; s es un enlace fosforotioato; y en donde L96 es un ligando y conector que

tiene la siguiente estructura:
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en donde el agente de ARNdh esta en forma de sal de sodio y todos los grupos

fosfodiéster y/o fosforotioato en el agente comprenden un contraion de sodio.

Breve Compendio de los Dibujos

La Figura 1 muestra un cromatograma de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de
Fase Inversa por Apareamiento [onico (IP RP-HPLC) no desnaturalizante representativo del
producto farmacoldgico de fitusiran. Se observo una division leve ocasional del pico del duplex
de fitusiran debido a la resolucion parcial de diferentes estereoisomeros de fosforotioatos en el
duplex de ARNip. El analisis espectrométrico de masas del pico de fitusiran confirm¢ la
presencia de las masas esperadas de ambas hebras sencillas en una proporcién igual en todo el
pico del duplex.

La Figura 2 muestra un cromatograma de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de
Intercambio Anionico (AX-HPLC) desnaturalizante representativo de hebras sencillas en daplex
en el producto farmacoldgico de fitusiran.

La Figura 3 representa un perfil cromatografico de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion de Fase Inversa por Apareamiento I6nico (IP RP-HPLC) desnaturalizante

representativo de hebras sencillas en duplex en el producto farmacologico de fitusiran.

Descripcion Detallada de la Invencion
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La presente invencidén proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un
agente de ARNi que efectia la escision mediada por el complejo silenciador inducido por ARN
(RISC) de los transcritos de ARN de un gen de Serpincl. La presente invencion se basa, al
menos en parte, en el descubrimiento de composiciones farmacéuticas estables que comprenden
tales agentes que tienen una mejor estabilidad, eficacia, durabilidad y facilidad de administracion
en comparacion con otras composiciones que comprenden un agente de ARNdh que inhibe la
expresion de un gen de Serpincl. Tales composiciones farmacéuticas son utiles para inhibir la
expresion de un gen de Serpincl y/o para tratar a un sujeto que tiene un trastorno que se
beneficiaria de la inhibicidn o reduccion de la expresion de un gen de Serpincl, p. €j., un
trastorno hemorragico, tal como una hemofilia.

La siguiente descripcion detallada divulga como preparar y utilizar composiciones que
contienen ARNI para inhibir la expresion de un gen de Serpincl, asi como composiciones, usos y
métodos para tratar a sujetos que tienen enfermedades y trastornos que se beneficiarian de la

inhibicion y/o reduccion de la expresion de este gen.

I. Definiciones

Con el fin de que la presente invencion pueda entenderse mas facilmente, primero se
definen ciertos términos. Ademas, se debe observar que siempre que se enumera un valor o
intervalo de valores de un pardmetro, se pretende que los valores e intervalos intermedios a los
valores enumerados también formen parte de esta invencion.

Los articulos "un", "uno", y "una" se emplean en la presente memoria para hacer
referencia a uno o mas de uno (es decir, al menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A
modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o mas de un elemento, p. €j., una
pluralidad de elementos.

El término "aproximadamente" se emplea en la presente memoria para significar dentro
de los intervalos tipicos de tolerancias en la técnica. Por ejemplo, "aproximadamente" se puede
entender como aproximadamente 2 desviaciones tipicas de la media. En ciertas realizaciones,
aproximadamente significa +10%. En ciertas realizaciones, aproximadamente significa +5%.
Cuando aproximadamente esta presente antes de una serie de nimeros o un intervalo, se entiende
que "aproximadamente" puede modificar cada uno de los nimeros de la serie o intervalo.

El término "que incluye" se emplea en la presente memoria para significar, y se emplea
de manera indistinta con, la frase "que incluye, pero no se limita a".

El término "o" se emplea en la presente memoria para significar, y se emplea de manera

indistinta con, el término "y/0", a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
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El término "composicion farmacéutica", como se emplea en la presente memoria, se
refiere a una composicion que es Util para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, p. €j.,
un sujeto humano.

El término "administracion farmacéutica" se refiere al suministro de una composicion que
comprende un agente de ARNdh, como se describe en la presente memoria, a un sujeto para
tratar una enfermedad o trastorno. Por tanto, "adecuada para administracion farmacéutica" tal
como "adecuada para la administracion subcutanea" describe una composicion que comprende
un agente de ARNdh que se puede utilizar para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto
mediante administracion subcutanea de la composicion farmacéutica. Una composicion
farmacéutica es adecuada para la administracion farmacéutica, p. ¢j., adecuada para la
administracion subcutanea.

El término "osmolalidad" se refiere al nimero de osmoles de soluto por kilogramo de
disolvente. Se expresa en términos de osmol/kg u Osm/kg. Un "osmol" es una unidad de medida
que describe la cantidad de moles de un compuesto que contribuyen a la presion osmética de una
solucion quimica.

Como se emplea en la presente memoria, "Serpincl" se refiere a un polipéptido particular
expresado en una célula. Serpincl también se conoce como inhibidor de la peptidasa de serpina,
clado C (antitrombina; AT), miembro 1; antitrombina III; AT3; antitrombina; y cofactor de
heparina 1. La secuencia de un transcrito de ARNm de Serpincl humano se puede encontrar, por
ejemplo, en el Num. de Acceso GenBank GI: 254588059 (NM_000488; SEQ ID NO: 1). La
secuencia de ARNm de Serpincl de rhesus se puede encontrar, por ejemplo, en el Num. de
Acceso GenBank GI: 157167169 (NM_001104583; SEQ ID NO: 2). La secuencia de ARNm de
Serpincl de raton se puede encontrar, por ejemplo, en el Num. de Acceso GenBank GI:
237874216 (NM_080844; SEQ ID NO: 3). La secuencia de ARNm de Serpincl de rata se puede
encontrar, por ejemplo, en el Nim. de Acceso GenBank GI: 58865629 (NM_001012027; SEC
ID NO: 4).

El término "Serpincl", como se emplea en la presente memoria, también se refiere a un
polipéptido particular expresado en una célula por variaciones de secuencia de ADN del gen de
Serpincl de origen natural, tal como un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de
Serpincl. Se han identificado numerosos SNP dentro del gen de Serpincl y se pueden encontrar,
por ejemplo, en NCBI dbSNP (véase, p. €j., www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Se pueden encontrar
ejemplos no limitantes de SNP dentro del gen de Serpincl en, los Num. de Acceso NCBI dbSNP
1s677; 1s5877; rs5878; 1s5879; rs941988; 1s941989; rs1799876; rs19637711; rs2008946; y
1s2227586.
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Como se emplea en la presente memoria, un "sujeto" es un animal, tal como un
mamifero, incluido un primate (tal como un ser humano, un primate no humano, p. €j., un mono
y un chimpancé), un no primate (tal como una vaca, un cerdo, un camello, una llama, un caballo,
una cabra, un conejo, una oveja, un hamster, un conejillo de indias, un gato, un perro, una rata,
un raton, un caballo y una ballena), o un ave (p. €j., un pato o un ganso). En una realizacion, el
sujeto es un ser humano, tal como un ser humano tratado o evaluado para una enfermedad,
trastorno o afeccion que se beneficiaria de la reduccion de la expresion de Serpincl; un ser
humano en riesgo de padecer una enfermedad, trastorno o afeccion que se beneficiaria de la
reduccion de la expresion de Serpincl; un ser humano que tiene una enfermedad, trastorno o
afeccion que se beneficiaria de la reduccion de la expresion de Serpincl; y/o un ser humano que
esté siendo tratado de una enfermedad, trastorno o afeccion que se beneficiaria de la reduccion
de la expresion de Serpincl como se describe en la presente memoria.

El término "inhibir", como se emplea en la presente memoria, se utiliza indistintamente
con "reducir", "silenciar", "regular por disminucion", "suprimir" y otros términos similares, e
incluye cualquier nivel de inhibicion.

La frase "inhibir la expresion de un Serpincl”, como se emplea en la presente memoria,
incluye la inhibicion de la expresion de cualquier gen de Serpincl (tal como, p. €j., un gen de
Serpincl de raton, un gen de Serpincl de rata, un gen de Serpincl de mono o un gen de Serpincl
humano) asi como variantes o mutantes de un gen de Serpincl que codifica una proteina
Serpincl.

"Inhibir la expresion de un gen de Serpincl" incluye cualquier nivel de inhibicion de un
gen de Serpincl, p. €j., al menos una supresion parcial de la expresion de un gen de Serpincl, tal
como una inhibicién de al menos aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%, al
menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente
25%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos
aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al
menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente
65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al
menos aproximadamente 91% , al menos aproximadamente 92%, al menos aproximadamente
93%, al menos aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, o al
menos aproximadamente 99%.

La expresion de un gen de Serpincl se puede evaluarse basandose en el nivel de

cualquier variable asociada con la expresion del gen de Serpincl, p. €j., nivel de ARNm de
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Serpincl, nivel de proteina de Serpincl o, por ejemplo, niveles de complejo de
trombina:antitrombina como una medida del potencial de generacion de trombina, tiempo de
sangrado, tiempo de protrombina (TP), recuento de plaquetas y/o tiempo de tromboplastina
parcial activada (aPTT). La inhibicion puede evaluarse mediante una disminucion en un nivel
absoluto o relativo de una o mas de estas variables en comparacion con un nivel de control. El
nivel de control puede ser cualquier tipo de nivel de control que se utilice en la técnica, p. €j., un
nivel de referencia previo a la dosis o un nivel determinado a partir de un sujeto, célula o muestra
similar que no estén tratados o estén tratados con un control (tal como, p. €j., control de tampon
solo o control de agente inactivo).

En una realizacion, la supresion al menos parcial de la expresion de un gen de Serpincl
se evalua mediante una reduccion de la cantidad de ARNm de Serpincl que puede aislarse o
detectarse en una primera célula o grupo de células en los que se transcribe un gen de Serpincl y
que ha sido o han sido tratados de tal manera que se inhiba la expresion de un gen de Serpincl,
en comparacion con una segunda célula o grupo de células sustancialmente idénticos a la primera
célula o grupo de células, pero que no ha sido o no han sido tratados (células de control). El
grado de inhibicion se puede expresar en términos de

(ARNm en las células de control) — (ARNm en las cé€lulas tratadas)
-—- --- * 100%
(ARNm en las células de control)

La frase "poner en contacto una célula con un agente de iARN", tal como un ARNdh,
como se emplea en la presente memoria, incluye poner en contacto una célula por cualquier
medio posible. Poner en contacto una célula con un agente de iARN incluye poner en contacto
una célula in vitro con el ARNi o poner en contacto una célula in vivo con el ARNi. El contacto
se puede realizar directa o indirectamente. Asi, por ejemplo, el agente de iARN puede ser puesto
en contacto fisico con la célula por el individuo que realiza el método, o alternativamente, el
agente de iIARN puede ponerse en una situacion que permita o haga que entre en contacto
posteriormente con la célula.

El contacto con una célula in vitro se puede realizar, por ejemplo, incubando la célula con
el agente de iARN. El contacto con una célula in vivo se puede realizar, por ejemplo, inyectando
el agente de iIARN en el tejido donde se encuentra la célula o cerca de €l, o inyectando el agente
de iARN en otra zona, p. €j., el torrente sanguineo o el espacio subcutaneo, de modo que el
agente llegue posteriormente al tejido donde se encuentra la célula con la que se va a poner en
contacto. Por ejemplo, el agente de iARN puede contener y/o estar acoplado a un ligando, p. ¢j.,
GalNAc3, que dirige el agente de iARN a un sitio de interés, p. €j., el higado. También son

posibles combinaciones de métodos de contacto in vitro e in vivo. Por ejemplo, una célula

20



10

15

20

25

30

35

también puede ponerse en contacto in vitro con un agente de iARN y posteriormente

trasplantarse a un sujeto.

IL. Composiciones Farmacéuticas de la Invencion

La presente invencioén proporciona composiciones farmacéuticas estables que
comprenden un agente de 4cido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) que inhibe la expresion de
un gen de Serpincl. Las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen un agente de
ARNdh, como se describe en la presente memoria, y solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), y son adecuadas para la administracion subcutdnea a un sujeto. Las composiciones
farmacéuticas que contienen los agentes de ARNdh son ttiles para tratar una enfermedad o
trastorno asociados con la expresion o actividad de un gen de Serpincl, p. ¢j., una enfermedad
asociada a Serpincl, por ejemplo, una hemofilia. Las composiciones farmacéuticas de la
invencion se pueden administrar en dosificaciones suficientes para inhibir la expresion de un gen
de Serpincl.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agentes de
ARNdh de la invencion en forma de acido libre. En otra realizacion, las composiciones
farmacéuticas de la invencion incluyen agentes de ARNdh de la invencion en forma de sal de
sodio. En ciertas realizaciones, cuando los agentes de ARNdh de la invencion estan en forma de
sal de sodio, los iones de sodio estdn presentes en el agente como contraiones (para mantener la
neutralidad eléctrica), para sustancialmente todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotiotato
presentes en el agente. Los agentes en los que sustancialmente todos los enlaces fosfodiéster y/o
fosforotioato tienen un contraion de sodio incluyen no més de 5, 4, 3, 2 o 1 enlaces fosfodiéster
y/o fosforotioato sin un contraion de sodio. En algunas realizaciones, cuando los agentes de
ARNdh estan en forma de sal de sodio, los iones de sodio estan presentes en el agente como
contraiones para todos los grupos fosfodiéster y/o fosforotiotato presentes en el agente.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir un agente de ARNdh a
una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente 200 mg/mL, de
aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente 150 mg/mL; de aproximadamente 90 mg/mL a
aproximadamente 110 mg/mL, de aproximadamente 90 mg/mL a aproximadamente 100 mg/mL,
o de aproximadamente 80 mg/mL a aproximadamente 110 mg/mL, p. ej., aproximadamente 50
mg/mL, 55 mg/mL, 60 mg/mL, 65 mg/mL, 70 mg/mL, 75 mg/mL, 80 mg/mL, 85 mg/mL, 90
mg/mL, 95 mg/mL, 100 mg/mL, 105 mg/mL, 106 mg/mL, 110 mg/mL, 115 mg/mL, 120
mg/mL, 125 mg/mL, 130 mg/mL, 135 mg/mL, 140 mg/mL, 145 mg/mL, 150 mg/mL, 155
mg/mL, 160 mg/mL, 165 mg/mL, 170 mg/mL, 175 mg/mL, 180 mg/mL, 185 mg/mL, 190

mg/mL, 195 mg/mL o aproximadamente 200 mg/mL. En una realizacion, las composiciones
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farmacéuticas de la invencion incluyen un agente de ARNdh a una concentracién de
aproximadamente 100 mg/mL. También se pretende que los valores intermedios de los intervalos
y valores mencionados anteriormente sean parte de esta invencion. Ademas, se pretende que se
incluyan los intervalos de valores que utilizan una combinacién de cualquiera de los valores
mencionados anteriormente como limites superior y/o inferior.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir PBS. En una
realizacion, el PBS incluye cloruro de sodio y fosfato de sodio, pero no incluye cloruro de
potasio y/o fosfato de potasio. En otra realizacion, el PBS incluye cloruro de sodio, fosfato de
sodio y cloruro de potasio. En otra realizacion mas, el PBS incluye cloruro de sodio, fosfato de
sodio y fosfato de potasio. En una realizacion, el PBS incluye cloruro de sodio, fosfato de sodio,
cloruro de potasio y fosfato de potasio. En ciertas realizaciones, p. ¢j., cuando el PBS incluye
cloruro de sodio y fosfato de sodio, el PBS puede estar a una concentracion de aproximadamente
1 mM a aproximadamente 10 mM; o de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 6 mM, p.
ej., PBS a aproximadamente 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM, 4 mM, 4,5 mM, 5
mM, 6,5 mM, 7 mM, 7,5 mM, 9 mM, 8,5 mM, 9 mM, 9,5 mM o aproximadamente 10 mM. En
una realizacion de la invencion, una composicion farmacéutica de la invencion incluye PBS a
una concentracion de aproximadamente 5 mM (p. ej., NaH2PO4 aproximadamente 0,64 mM,
Na;HPO4 aproximadamente 4,36 mM, NaCl aproximadamente 85 mM). También se pretende
que los valores intermedios de los intervalos y valores mencionados anteriormente sean parte de
esta invencion. Ademas, se pretende que se incluyan los intervalos de valores que utilizan una
combinacion de cualquiera de los valores mencionados anteriormente como limites superior y/o
inferior.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de la invencion no contienen
conservantes. En otra realizacion de la invencion, las composiciones farmacéuticas de la
invencion incluyen un conservante.

El pH de las composiciones farmacéuticas de la invencion es adecuado para la
administracion subcutanea y puede estar entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,0,
aproximadamente 5,5 y aproximadamente 8,0, aproximadamente 6,0 y aproximadamente 8,0,
aproximadamente 6,5 y aproximadamente 8,0, aproximadamente 7,0 y aproximadamente 8,0,
aproximadamente 5,0 y aproximadamente 7,5, aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,5,
aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,5, aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,5,
aproximadamente 5,0 y aproximadamente 7,2, aproximadamente 5,25 y aproximadamente 7,2,
aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,2, aproximadamente 5,75 y aproximadamente 7,2,

aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,2, aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,2, o
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aproximadamente 6,8 y aproximadamente 7,2. También se pretende que los intervalos y valores
intermedios de los intervalos y valores mencionados anteriormente sean parte de esta invencion.

La osmolalidad de las composiciones farmacéuticas de la invencion puede ser adecuada
para la administracion subcutanea, tal como no mas de aproximadamente 400 mOsm/kg, p. €j.,
entre 50 y 400 mOsm/kg, entre 75 y 400 mOsm/kg, entre 100 y 400 mOsm/kg, entre 125 y 400
mOsm/kg, entre 150 y 400 mOsm/kg, entre 175 y 400 mOsm/kg, entre 200 y 400 mOsm/kg,
entre 250 y 400 mOsm/kg, entre 300 y 400 mOsm/kg, entre 50 y 375 mOsm/kg, entre 75 y 375
mOsm/kg, entre 100 y 375 mOsm/kg, entre 125 y 375 mOsm/kg, entre 150 y 375 mOsm/kg,
entre 175 y 375 mOsm/kg, entre 200 y 375 mOsm/kg, entre 250 y 375 mOsm/kg, entre 300 y
375 mOsm/kg, entre 50 y 350 mOsm/kg, entre 75 y 350 mOsm/kg, entre 100 y 350 mOsm/kg,
entre 125 y 350 mOsm/kg, entre 150 y 350 mOsm/kg, entre 175 y 350 mOsm/kg, entre 200 y
350 mOsm/kg, entre 250 y 350 mOsm/kg, entre 50 y 325 mOsm/kg, entre 75 y 325 mOsm/kg,
entre 100 y 325 mOsm/kg, entre 125 y 325 mOsm/kg, entre 150 y 325 mOsm/kg, entre 175 y
325 mOsm/kg, entre 200 y 325 mOsm/kg, entre 250 y 325 mOsm/kg, entre 300 y 325 mOsm/kg,
entre 300 y 350 mOsm/kg, entre 50 y 300 mOsm/kg, entre 75 y 300 mOsm/kg, entre 100 y 300
mOsm/kg, entre 125 y 300 mOsm/kg, entre 150 y 300 mOsm/kg, entre 175 y 300 mOsm/kg,
entre 200 y 300 mOsm/kg, entre 250 y 300, entre 50 y 250 mOsm/kg, entre 75 y 250 mOsm/kg,
entre 100 y 250 mOsm/kg, entre 125 y 250 mOsm/kg, entre 150 y 250 mOsm/kg, entre 175 y
350 mOsm/kg, entre 200 y 250 mOsm/kg, p. €j., aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100, 105, 110, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190,
195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285,
295, 300, 305, 310, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390,
395, o aproximadamente 400 mOsm/kg. También se pretende que los intervalos y valores
intermedios de los intervalos y valores mencionados anteriormente sean parte de esta invencion.
Ademas, se pretende que se incluyan los intervalos de valores que utilizan una combinacion de
cualquiera de los valores mencionados anteriormente como limites superior y/o inferior.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son fisica y quimicamente estables.

Como se emplea en la presente memoria, el término "estable" se refiere a una
composicion farmacéutica y/o un agente de ARNdh dentro de dicha composicion farmacéutica
que esencialmente conserva su estabilidad fisica y/o estabilidad quimica y/o actividad biologica.
Varias técnicas analiticas para medir la estabilidad de la composicion y el agente de ARNdh en
la misma estan disponibles en la técnica y se describen en la presente memoria.

Una composicion farmacéutica (o un agente de ARNdh dentro de tal composicion)
"conserva su estabilidad fisica" si sustancialmente no muestra signos de, p. €j., aumento de

impurezas en el examen visual o el examen UV de color y/o claridad, o medido, por ejemplo,
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mediante andlisis por HPLC, p. ej., I[P RP-HPLC desnaturalizante, [P RP-HPLC no
desnaturalizante y/o andlisis AX-HPLC desnaturalizante.

Un agente de ARNdh "conserva su estabilidad quimica" en la composicion farmacéutica,
si la estabilidad quimica en un momento dado es tal que se considera que el agente de ARNdh
aun conserva su actividad biologica. La estabilidad quimica puede evaluarse, p. ¢€j., detectando
y/o cuantificando formas quimicamente alteradas del diplex de ARNdh y/o formas
quimicamente alteradas de la hebra efectora y/o la hebra antisentido. La alteracién quimica
puede implicar la modificacion del tamafio y/o el cambio del contenido de sodio que puede
evaluarse, por ejemplo, mediante el tiempo de retencion del duplex y/o la identificacion del peso
molecular de las hebras sencillas que forman el duplex utilizando, p. €j., I[P RP-HPLC no
desnaturalizante, identificacion por temperatura de fusion utilizando, p. €j., espectrofotometria
UV térmica, y/o mediante contenido de sodio (en base anhidra) utilizando, por ejemplo,
Absorcion Atomica de Llama (AAS de llama)/espectrometria de emision Optica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES).

Un agente de ARNdh "retiene su actividad biologica" en una composicion farmacéutica,
si el agente de ARNdh en una composicion es bioldgicamente activo para su prop6sito previsto.
Por ejemplo, la actividad bioldgica se conserva si la actividad biologica de un agente de ARNdh
en la composicion estd dentro de aproximadamente 30%, aproximadamente 20% o
aproximadamente 10% (dentro de los errores del ensayo) de la actividad biologica exhibida en el
momento en que la composicion se preparo (p. €j., segin se determina mediante un ensayo de
RT-PCR in vitro).

Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones de la invencion son estables
entre aproximadamente 6 meses y aproximadamente 36 meses cuando se almacenan entre
aproximadamente 2°C y aproximadamente 8°C. En otras realizaciones, las composiciones de la
invencion son estables entre aproximadamente 6 meses y aproximadamente 36 meses cuando se
almacenan a aproximadamente 25°C y 60% de humedad relativa (HR). En otra realizacion mas,
las composiciones de la invencion son estables durante aproximadamente 6 meses cuando se
almacenan a aproximadamente 40°C y 75% de humedad relativa (HR).

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion son estables hasta
aproximadamente 36 meses cuando se almacenan entre aproximadamente 2°C y
aproximadamente 8°C. En otras realizaciones, las composiciones de la invencion son estables
hasta aproximadamente 36 meses cuando se almacenan a aproximadamente 25°C y 60% de
humedad relativa (HR). En otra realizacién més, las composiciones de la invencion son estables
hasta durante 6 meses cuando se almacenan a aproximadamente 40°C y 75% de humedad

relativa (HR).
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En una realizacion, las composiciones de la invencion comprenden no menos de (NLT)
aproximadamente 95,0% de area del duplex y no mas de (NMT) aproximadamente 5% de area
de impurezas totales del duplex determinadas por IPRP-HPLC no desnaturalizante de pureza. En
otra realizacion, las composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden no menos de
(NLT) aproximadamente 85,0% de area de hebras sencillas totales determinadas por AX-HPLC
desnaturalizante de pureza. En otra realizacion mas, las composiciones farmacéuticas de la
invencion comprenden no menos de (NLT) aproximadamente 80,0% de area de hebras sencillas
totales determinada mediante [IPRP-HPLC desnaturalizante de pureza.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl. La composicion farmacéutica incluye un agente de
acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una
concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la
osmolalidad de la composicion farmacéutica son adecuados para la administracion subcutanea a
un sujeto, en donde el agente de ARNdh comprende una hebra efectora y una hebra antisentido,
comprendiendo la hebra antisentido una region de complementariedad con un ARNm que
codifica Serpincl que comprende al menos 15 nucledtidos contiguos. que difieren en no mas de
3 nucledtidos de la secuencia de nucledtidos 5° - UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG -3’
(SEQ ID NO: 15), en donde sustancialmente todos los nucleotidos de la hebra efectora y
sustancialmente todos los nucledtidos de la hebra antisentido son nucle6tidos modificados, en
donde la hebra efectora esta conjugada con un ligando anclado en el extremo 3’, y en donde el
agente de ARNdh esta en forma de 4cido libre.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl. La composicion farmacéutica incluye un agente de
acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL y solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a una
concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la
osmolalidad de la composicion farmacéutica son adecuados para la administracion subcutanea a
un sujeto, en donde el agente de ARNdh comprende una hebra efectora y una hebra antisentido,
comprendiendo la hebra antisentido una region de complementariedad con un ARNm que
codifica Serpincl que comprende al menos 15 nucledtidos contiguos que difieren en no mas de 3
nucledtidos de la secuencia de nucledtidos 5'- UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3' (SEQ

ID NO: 15), en donde sustancialmente todos los nucledtidos de la hebra efectora y
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sustancialmente todos los nucledtidos de la hebra antisentido son nucledtidos modificados, en
donde la hebra efectora estd conjugada con un ligando anclado en el extremo 3°, y en donde el
agente de ARNdh est4 en forma de sal.

En una realizacion, todos los nucleotidos de la hebra efectora y todos los nucleotidos de
la hebra antisentido son nucle6tidos modificados.

En una realizacion, los nucleotidos modificados se seleccionan independientemente del
grupo que consiste en un nucleotido modificado con 2'-desoxi-2'-fluoro, un nucleétido
modificado con 2'-desoxi, un nucleotido bloqueado, un nucleétido abasico, un nucleoétido
modificado con 2'-amino, un nucleétido modificado con 2'-alquilo, un nucleétido de morfolino,
un fosforamidato y un nucleétido que comprende una base no natural.

La region de complementariedad puede tener al menos 17 nucleotidos de longitud o 19
nucleotidos de longitud.

En una realizacion, la region de complementariedad tiene una longitud de entre 19 y 21
nucleotidos. En otra realizacion, la region de complementariedad tiene una longitud de entre 21 y
23 nucleotidos.

En una realizacion, cada hebra no tiene mas de 30 nucleotidos de longitud.

Al menos una hebra del agente de iARN de doble hebra puede comprender un saliente 3’
de al menos 1 nucleo6tido o un saliente 3' de al menos 2 nucleotidos, p. ¢j., 2, 3,4, 5,6, 7,9, 10,
11, 12, 13, 14 o 15 nucledtidos. En otras realizaciones, al menos una hebra del agente de iIARN
comprende un saliente 5' de al menos 1 nucle6tido. En ciertas realizaciones, al menos una hebra
comprende un saliente 5' de al menos 2 nucleotidos, p. ¢j., 2, 3,4, 5,6,7,9, 10,11, 12,13, 14 o
15 nucledtidos. En otras realizaciones mas, tanto el extremo 3’ como el 5' de una hebra del
agente de IARN comprenden un saliente de al menos 1 nucle6tido.

En ciertas realizaciones, el ligando es una N-acetilgalactosamina (GalNAc). El ligando
puede ser una o mas GalNAc ancladas al agente de iARN a través de un conector ramificado
monovalente, bivalente o trivalente. El ligando se puede conjugar con el extremo 3’ de la hebra
efectora del agente de 1IARN de doble hebra, el extremo 5' de la hebra efectora del agente de
1ARN de doble hebra, el extremo 3’ de la hebra antisentido del agente de iARN de doble hebra, o
el extremo 5' de la hebra antisentido del agente de iARN de doble hebra.

En algunas realizaciones, los agentes de iARN de doble hebra comprenden una
pluralidad, p. ¢j., 2, 3, 4, 5 0 6, de GalNAc, cada una anclada independientemente a una
pluralidad de nucleotidos del agente de iARN de doble hebra a través de una pluralidad de
conectores monovalentes.

En ciertas realizaciones, el ligando es
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En una realizacion, el agente de iARN se conjuga con el ligando a través de un conector y
el ligando y el conector se conjugan con el agente de iARN como se muestra en el siguiente

esquema.

Ho (OH
O&&OMNMNQ
5 AchN ot A y, en donde X es O o S.

En una realizacion, X es O.
En una realizacion, la region de complementariedad consiste en la secuencia de
nucledtidos 5'-UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3’ (SEQ ID NO: 15).
En una realizacion, el agente de 1ARN de doble hebra comprende una hebra efectora
10 que comprende la secuencia de nucleétidos 5'-GGUUAACACCAUUUACUUCAA-3’ (SECID
NO: 16), y una hebra antisentido que comprende la secuencia de nucleétidos 5'-
UUGAAGUAAAUGGUGUUAACCAG-3' (SEC ID NO: 15).
En una realizacion, la hebra efectora comprende 5'—
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf— 3’ (SEQ ID NO:13) y la hebra antisentido
15  comprende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfesasg — 3’ (SEQ ID NO: 14). en donde a,
¢, g, y uson 2'-O-metilo (2'-OMe) A, C, G, o U; Af, Cf, Gf o Uf son 2'-fluoro A, C,Go U; y s
es un enlace fosforotioato.
En una realizacion, la hebra efectora comprende 5'-
GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf— 3’ (SEQ ID NO:13) y la hebra antisentido
20  comprende 5’- usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg — 3’ (SEQ ID NO: 14). en donde a,
¢, g, y uson 2’-O-metilo (2'-OMe) A, C, G, o U; Af, Cf, Gf o Uf son 2'-fluoro A, C,Go U; y s
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es un enlace fosforotioato; y en donde la hebra efectora se conjuga con el ligando a través de un
conector y el ligando y el conector se conjugan con el agente de iIARN como se muestra en el

siguiente esquema

o OH (@] (e} (6]
S oyl
HO \/\/\H/N N“~O
AchN 0 y, en donde X es O o S.
5 En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para

inhibir la expresion de un gen de Serpincl. La composicion farmacéutica incluye un agente de
acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL
a aproximadamente 200 mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una
concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la

10 osmolalidad de la composicion farmacéutica son adecuados para la administracion subcutanea a
un sujeto, en donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de
nucleotidos 5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3° (SEQ ID NO: 941) y una hebra
antisentido que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3' (SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2'-

15  O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace
fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado con el extremo 3’ de la hebra efectora a

través de un conector, y en donde el ligando y el conector tienen la siguiente estructura:

0 H H
HO\%O\/\/YN\/\/N HO

oy

, en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de 4cido libre.

20 En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl. La composicion farmacéutica incluye un agente de
acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 50 mg/mL

a aproximadamente 200 mg/mL y solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a una
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concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, en donde el pH y la
osmolalidad de la composicion farmacéutica son adecuados para la administracion subcutdnea a
un sujeto, en donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de
nucledtidos 5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCtaAf - 3° (SEQ ID NO: 941) y una hebra
antisentido que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfcsasg— 3' (SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2'-
O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace
fosforotioato, y en donde un ligando esta conjugado con el extremo 3’ de la hebra efectora a

través de un conector, y en donde el ligando y el conector tienen la siguiente estructura:
Ho OH

&i&o R H_o |
HO \/\/Y ~ N \? Ho, ‘

I :
HQ (O o QVO
HO OMN\/\/NWo WMO
O
0

AcHN X X
Ho OH

HO OWNMN
AcHN H H

o , en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de sal.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl. Las composiciones incluyen un agente de acido
ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 100 mg/mL y
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente S mM, en
donde el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2,
en donde la osmolalidad de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 300 mOsm/kg,
en donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que consiste en la secuencia de
nucleotidos 5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3° (SEQ ID NO: 941) y una hebra
antisentido que consiste en la secuencia de nucleotidos 5'-
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCfesasg— 3' (SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2'-
O-metilo (2'-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace
fosforotioato, y en donde un ligando estd conjugado con el extremo 3’ de la hebra efectora a

través de un conector, y en donde el ligando y el conector tienen la siguiente estructura:
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o , en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de éacido libre.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para
inhibir la expresion de un gen de Serpincl. Las composiciones farmacéuticas incluyen un agente
de 4cido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) a una concentracion de aproximadamente 106
mg/mL y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracion de aproximadamente
5 mM, en donde el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,8 a
aproximadamente 7,2, en donde la osmolalidad de la composicion farmacéutica es de
aproximadamente 300 mOsm/kg, en donde el agente de ARNdh tiene una hebra efectora que
consiste en la secuencia de nucleotidos 5'- GfsgsUfuAfaCfaCfCfAfuUfuAfcUfuCfaAf - 3° (SEQ
ID NO: 941) y una hebra antisentido que consiste en la secuencia de nucledtidos 5'-
usUfsgAfaGfuAfaAfuggUfgUfuAfaCtfesasg— 3' (SEQ ID NO: 960), en donde a, g, ¢ y u son 2'-
O-metilo (2-OMe) A, G, Cy U; Af, Gf, Cfy Uf son 2'-fluoro A, G, C, U; y s es un enlace
fosforotioato, y en donde un ligando est4 conjugado con el extremo 3’ de la hebra efectora a

través de un conector, y en donde el ligando y el conector tienen la siguiente estructura:
Ho OH
e iK \
HO \/\/Y ~ N HO,,' ‘
Oyo
N

0]

ir
;
1
2

O\/\/YN/\/\N
AcHN H H

o , en donde el agente de
ARN(dh esta en forma de sal.

Las composiciones de la presente invencion pueden contener adicionalmente otros
componentes adjuntos que se encuentran convencionalmente en las composiciones
farmaceéuticas, en sus niveles de uso establecidos en la técnica. Asi, por ejemplo, las
composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos compatibles, adicionales,
tales como, por ejemplo, agentes antipruriginosos, astringentes, anestésicos locales o
antiinflamatorios, o pueden contener materiales adicionales ttiles para formular fisicamente
diversas formas de dosificacion de las composiciones de la presente invencion, tales como tintes,

agentes aromatizantes, conservantes, antioxidantes, opacificantes, agentes espesantes y
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estabilizantes. Sin embargo, tales materiales, cuando se afiaden, no deben interferir
indebidamente en las actividades bioldgicas de los componentes de las composiciones de la
presente invencion. Las formulaciones se pueden esterilizar y, si se desea, mezclar con agentes
auxiliares, p. €j., lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes,
sales para influir en la presion osmética, tampones, colorantes, aromatizantes y/o sustancias
aromaticas y similares que no interactiian de forma perjudicial con el acido o los acidos
nucleicos de la formulacion.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas presentadas en la invencion
incluyen (a) uno o méas compuestos de ARNi y (b) uno o mas agentes que funcionan mediante un
mecanismo que no es de iARN y que son utiles en el tratamiento de un trastorno hemolitico. Los
ejemplos de tales agentes incluyen, pero no se limitan a, un agente antiinflamatorio, agente anti-
esteatosis, agente anti-viral y/o anti-fibrosis. Ademas, también se pueden utilizar otras sustancias
comunmente utilizadas para proteger el higado, tales como silimarina, junto con los ARNi
descritos en la presente memoria. Otros agentes Utiles para tratar enfermedades hepaticas
incluyen telbivudina, entecavir e inhibidores de proteasa tales como telaprevir y otros descritos,
por ejemplo, por Tung et al., en las Publicaciones de Solicitud de Estados Unidos Num.
2005/0148548, 2004/0167116 y 2003/0144217; y por Hale et al., en la Publicacion de la
Solicitud de Estados Unidos Num. 2004/0127488.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de
experimentacion, p. €j., para determinar la LD50 (la dosis letal para 50% de la poblacion) y la
DES5O0 (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacion). La razén de dosis entre los
efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la razon

DLS50/DES0. Se prefieren los compuestos que exhiben altos indices terapéuticos.

III.  ARNI para su Uso en las Composiciones Farmacéuticas de la Invencion

Las composiciones de la invencion incluyen agentes de iARN que se dirigen a un gen de
Serpincl e inhiben la expresion del gen de Serpincl en una célula, tal como una célula dentro de
un sujeto, p. €j., un mamifero, tal como un ser humano que tiene un trastorno asociado con
Serpincl, p. ej., un trastorno hemorrégico, p. j., hemofilia.

Como se emplea en la presente memoria, "secuencia diana" se refiere a una porcion
contigua de la secuencia de nucleotidos de una molécula de ARNm formada durante la
transcripcion de un gen de Serpincl, incluido el ARNm que es un producto del procesamiento de
ARN de un producto de transcripcion primario. En una realizacion, la porcion diana de la

secuencia sera al menos lo suficientemente larga para servir como sustrato para la escision
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dirigida por ARNi en o cerca de esa porcion de la secuencia de nucleotidos de una molécula de
ARNm formada durante la transcripcion de un gen de Serpincl.

La secuencia diana puede tener una longitud de aproximadamente 9-36 nucleotidos, p.
€j., una longitud de aproximadamente 15-30 nucledtidos. Por ejemplo, la secuencia diana puede
tener una longitud de aproximadamente 15-30 nucledtidos, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25,
15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-
25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23,
19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-
30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23, 0 21-22 nucleotidos. Los intervalos y
longitudes intermedios a los intervalos y longitudes mencionados anteriormente también se
contemplan como parte de la invencion.

Como se emplea en la presente memoria, el término "hebra que comprende una
secuencia" se refiere a un oligonucledtido que comprende una cadena de nucledtidos que se
describe mediante la secuencia a la que se hace referencia utilizando la nomenclatura de
nucledtidos convencional.

"G","C","A", "T" y "U" generalmente representan cada una un nucleétido que contiene
guanina, citosina, adenina, timidina y uracilo como base, respectivamente. Sin embargo, se
entendera que los términos "ribonucledtido” o "nucledtido" también se pueden referir a un
nucleotido modificado, como se detalla adicionalmente mas adelante, o un radical de reemplazo
sustituto (véase, p. €j., la Tabla 1). El experto en la técnica es muy consciente de que la guanina,
la citosina, la adenina y el uracilo se pueden reemplazar por otros radicales sin alterar
sustancialmente las propiedades de emparejamiento de bases de un oligonucledtido que
comprende un nucledtido que porta tal radical de reemplazo. Por ejemplo, sin limitacién, un
nucledtido que comprende inosina como base puede experimentar emparejamiento de bases con
nucledtidos que contienen adenina, citosina o uracilo. Por tanto, los nucle6tidos que contienen
uracilo, guanina, o adenina se puede reemplazar en las secuencias de nucleotidos del ARNdh
presentado en la invencion por un nucledtido que contiene, por ejemplo, inosina. En otro
ejemplo, la adenina y la citosina en cualquier parte del oligonucleo6tido se pueden reemplazar por
guanina y uracilo, respectivamente, para formar el emparejamiento de bases Wobble de G-U con
el ARNm diana. Las secuencias que contienen tales radicales de remplazo son adecuadas para las
composiciones y métodos presentados en la invencion.

Los términos "ARN1", "agente de iARN", "agente de ARNi", "agente de ARN de
interferencia" como se emplean indistintamente en la presente memoria, se refieren a un agente
que contiene ARN como se define ese término en la presente memoria, y que media la escision

dirigida de un transcrito de ARN a través de una via del complejo de silenciamiento inducido por
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ARN (RISC). El ARNI dirige la degradacion especifica de la secuencia del ARNm a través de un
proceso conocido como interferencia de ARN (1ARN). EI ARNi modula, p. €j., inhibe, la
expresion de Serpincl en una célula, p. )., una célula dentro de un sujeto, tal como un sujeto
mamifero.

En una realizacion, un agente de iARN de la invencion incluye un ARN de hebra sencilla
que interactia con una secuencia de ARN diana, p. ¢j., una secuencia de ARNm diana de
Serpincl, para dirigir la escision del ARN diana. Sin desear vincularse a ninguna teoria, se cree
que el ARN de doble hebra largo introducido en las células se descompone en ARNip por una
endonucleasa Tipo III conocida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, una
enzima similar a la ribonucleasa III, procesa el ARNdh a ARN de interferencia cortos de 19-23
pares de bases con salientes 3’ de dos bases caracteristicos (Bernstein, et al., (2001) Nature
409:363). Los ARNip se incorporan a continuacion a un complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC) donde una o mas helicasas desenrollan el diiplex de ARNip, permitiendo que la
hebra complementaria antisentido guie el reconocimiento de la diana (Nykanen, et al., (2001)
Cell 107:309). Tras la union al ARNm diana apropiado, una o més endonucleasas dentro del
RISC escinden la diana para inducir el silenciamiento (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:
188). Por tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a un ARN de hebra sencilla (ARNip)
generado dentro de una célula y que promueve la formacion de un complejo RISC para efectuar
el silenciamiento del gen diana, es decir, un gen de Serpincl. Por consiguiente, el término
"ARNip" también se utiliza en la presente memoria para hacer referencia a un iARN como se
describi6 anteriormente.

En otra realizacion, el agente de iARN puede ser un ARNip de hebra sencilla que se
introduce en una célula u organismo para inhibir un ARNm diana. Los agentes de iARN de hebra
sencilla se unen a la endonucleasa RISC, Argonaute 2, que a continuacion escinde el ARNm
diana. Los ARNip de hebra sencilla tienen generalmente 15-30 nucle6tidos y estan modificados
quimicamente. El disefio y la prueba de ARNip de hebra sencilla son descritos en la Patente de
Estados Unidos Num. 8.101.348 y por Lima et al., (2012) en Cell 150: 883-894, el contenido
completo de cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia.
Cualquiera de las secuencias de nucleotidos antisentido descritas en la presente memoria se
puede utilizar en forma de un ARNip de hebra sencilla como se describe en la presente memoria
o en forma modificada quimicamente mediante los métodos descritos por Lima et al., (2012) Cell
150: 883-894.

En otra realizacién, un "ARNi" para su uso en las composiciones, usos y métodos de la
invencion es un ARN de doble hebra y se denomina en la presente memoria "agente de iARN de

doble hebra", "molécula de ARN de doble hebra (ARNdh)", "agente de ARNdh" o "ARNdh". El
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término "ARNdh", se refiere a un complejo de moléculas de acido ribonucleico, que tiene una
estructura duplex que comprende dos hebras de acido nucleico antiparalelas y sustancialmente
complementarias, que se menciona que tienen orientaciones "efectora" y "antisentido" con
respecto a un ARN diana, es decir, un gen de Serpincl. En algunas realizaciones de la invencion,
un ARN de doble hebra (ARNdh) desencadena la degradacion de un ARN diana, p. €j., un
ARNm, a través de un mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional denominado en la
presente memoria interferencia de ARN o iARN.

En general, la mayoria de los nucledtidos de cada hebra de una molécula de ARNdh son
ribonucleotidos, pero como se describe en detalle en la presente memoria, cada una o ambas
hebras también pueden incluir uno o mas no ribonucleotidos, p. €j., un desoxirribonucleoétido y/o
un nucleodtido modificado. Ademas, como se emplea en esta memoria descriptiva, un "agente de
1ARN" puede incluir ribonucleétidos con modificaciones quimicas; un agente de iARN puede
incluir modificaciones sustanciales en multiples nucleotidos.

Como se emplea en la presente memoria, el término "nucledtido modificado" se refiere a
un nucleodtido que tiene, independientemente, un radical azicar modificado, un enlace
internucleotidico modificado y/o una nucleobase modificada. Por tanto, el término nucle6tido
modificado abarca sustituciones, adiciones o eliminacién de, p. ej., un grupo funcional o atomo,
en enlaces internucleosidicos, radicales azicar o nucleobases. Las modificaciones adecuadas
para su uso en los agentes de la invencion incluyen todos los tipos de modificaciones divulgadas
en la presente memoria o conocidas en la técnica. Cualquiera de tales modificaciones, como se
emplea en una molécula de tipo ARNip, estd englobada por "agente de iARN" para los
propositos de esta memoria descriptiva y reivindicaciones.

La region duplex puede tener cualquier longitud que permita la degradacion especifica de
un ARN diana deseado a través de una ruta RISC, y puede variar de aproximadamente 9 a 36
pares de bases de longitud, p. ej., aproximadamente 15-30 pares de bases de longitud, por
ejemplo, aproximadamente 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 0 36 pares de bases de longitud, tal como aproximadamente 15-30,
15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-
30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28,
19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-
25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 0 21-22
pares de bases de longitud. Los intervalos y longitudes intermedios de los intervalos y longitudes
mencionados anteriormente también se contemplan como parte de la invencion.

Las dos hebras que forman la estructura duplex pueden ser porciones diferentes de una

molécula de ARN mas grande o pueden ser moléculas de ARN separadas. Cuando las dos
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cadenas son parte de una molécula mas grande y, por lo tanto, estdn conectadas por una cadena
ininterrumpida de nucle6tidos entre el extremo 3’ de una hebra y el extremo 5' de la otra hebra
respectiva que forma la estructura diplex, la cadena de ARN de conexion se conoce como un
"bucle en horquilla". Un bucle en horquilla puede comprender al menos un nucleoétido
desemparejado. En algunas realizaciones, el bucle en horquilla puede comprender al menos 2, al
menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 20, al menos al menos 23 o mas nucledtidos desemparejados.

Cuando las dos hebras sustancialmente complementarias de un ARNdh estan compuestas
por moléculas de ARN separadas, no es necesario que esas moléculas estén conectadas
covalentemente, pero pueden estarlo. Cuando las dos hebras estan conectadas covalentemente
por medios distintos a una cadena ininterrumpida de nucledtidos entre el extremo 3’ de una hebra
y el extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma la estructura duplex, la estructura de
conexion se denomina "conector". Las hebras de ARN pueden tener el mismo o diferente nimero
de nucleétidos. El nimero maximo de pares de bases es el nimero de nucledtidos en la hebra
mas corta del ARNdh menos cualquier saliente que esté presente en el duplex. Ademas de la
estructura duplex, un iARN puede comprender salientes de uno o mas nucledtidos.

En una realizacion, un agente de iARN de la invencion es un ARNdh de 24-30
nucledtidos que interactia con una secuencia de ARN diana, p. €j., una secuencia de ARNm
diana de Serpincl, para dirigir la escision del ARN diana. Sin desear vincularse a ninguna teoria,
el ARN de doble hebra largo introducido en las células se descompone en ARNip mediante una
endonucleasa de Tipo III conocida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer,
una enzima similar a la ribonucleasa III, procesa el ARNdh a ARN de interferencia cortos de 19-
23 pares de bases con salientes 3° de dos bases caracteristicos (Bernstein, et al., (2001) Nature
409:363). Los ARNip se incorporan a continuacion a un complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC) donde una o mas helicasas desenrollan el diplex de ARNip, permitiendo que la
hebra complementaria antisentido guie el reconocimiento de la diana (Nykanen, et al., (2001)
Cell 107:309). Tras la unidon al ARNm diana apropiado, una o mas heteronucleasas dentro de
RISC escinden la diana para inducir el silenciamiento (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev.
15:188).

Como se emplea en la presente memoria, el término "saliente de nucleotidos" se refiere a
al menos un nucleo6tido desemparejado que sobresale de la estructura duplex de un ARNi, p. ¢j.,
un ARNdh. Por ejemplo, cuando un extremo 3’ de una hebra de un ARNdh se extiende mas alla
del extremo 5' de la otra hebra, o viceversa, hay un saliente de nucleétidos. Un ARNdh puede
comprender un saliente de al menos un nucleotido; alternativamente, el saliente puede

comprender al menos dos nucleodtidos, al menos tres nucledtidos, al menos cuatro nucleotidos, al
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menos cinco nucledtidos o mas. Un saliente de nucledtidos puede comprender o consistir en un
analogo de nucleotido/nucleodsido, que incluye un desoxinucleotido/nucledsido. El saliente o los
salientes pueden estar en la hebra efectora, la hebra antisentido o cualquier combinacion de las
mismas. Ademas, el nucledtido o los nucleodtidos de un saliente pueden estar presentes en el
extremo 5', en el extremo 3' 0 en ambos extremos de una hebra antisentido o efectora de un
ARNdh.

En una realizacion, la hebra antisentido de un ARNdh tiene un saliente de 1-10
nucledtidos, p. ¢j.,de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 o 10 nucledtidos, en el extremo 3’ y/o el extremo 5'.
En una realizacion, la hebra efectora de un ARNdh tiene un saliente de 1-10 nucleotidos, p. €j.,
de1,2,3,4,5,6,7,8,9 0 10 nucledtidos, en el extremo 3’ y/o el extremo 5'. En otra realizacion,
uno o mas de los nucleétidos en el saliente se reemplazan por un tiofosfato de nucleésido.

En ciertas realizaciones, el saliente en la hebra efectora o en la hebra antisentido, o
ambas, puede incluir longitudes extendidas mayores de 10 nucledtidos, p. ej., 10-30 nucledtidos,
10-25 nucledtidos, 10-20 nucleodtidos o 10-15 nucleoétidos de longitud. En ciertas realizaciones,
un saliente extendido se encuentra en la hebra efectora del duplex. En ciertas realizaciones, esta
presente un saliente extendido en el extremo 3’ de la hebra efectora del duplex. En ciertas
realizaciones, estd presente un saliente extendido en el extremo 5' de la hebra efectora del
duplex. En ciertas realizaciones, un saliente extendido esta en la hebra antisentido del duplex. En
ciertas realizaciones, esta presente un saliente extendido en el extremo 3’ de la hebra antisentido
del duplex. En ciertas realizaciones, estd presente un saliente extendido en el extremo 5' de la
hebra antisentido del diplex. En ciertas realizaciones, uno o mas de los nucle6tidos en el saliente
extendido es remplazado por un tiofosfato de nucleosido.

"Romo" o "extremo romo" significa que no hay nucledtidos desemparejados en ese
extremo del agente de iARN de doble hebra, es decir, no sobresalen nucledtidos. Un agente de
1ARN de "extremos romos" es un ARNdh que es de doble hebra en toda su longitud, es decir, no
sobresalen nucleo6tidos en ninguno de los extremos de la molécula. Los agentes de iIARN de la
invencion incluyen agentes de iARN con salientes de nucledtidos en un extremo (es decir,
agentes con un saliente y un extremo romo) o con salientes de nucleotidos en ambos extremos.

El término "hebra antisentido" o "hebra guia" se refiere a la hebra de un ARNi, p. ¢j., un
ARNdh, que incluye una region que es sustancialmente complementaria a una secuencia diana,
p. €j., un ARNm de Serpincl. Como se emplea en la presente memoria, el término "region de
complementariedad" se refiere a la region en la hebra antisentido que es sustancialmente
complementaria a una secuencia, por ejemplo, una secuencia diana, p. ¢j., una secuencia de
nucledtidos de Serpincl, como se define en la presente memoria. Cuando la region de

complementariedad no es completamente complementaria a la secuencia diana, los
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emparejamientos erroneos pueden estar en las regiones internas o terminales de la molécula.
Generalmente, los emparejamientos erroneos mas tolerados se encuentran en las regiones
terminales, p. €j., dentro de los 5, 4, 3 o0 2 nucleétidos del extremo 5' y/o 3' del ARNi.

El término "hebra efectora" o "hebra pasajera" como se emplea en la presente memoria,
se refiere a la hebra de un ARNi que incluye una region que es sustancialmente complementaria
a una region de la hebra antisentido como se define ese término en la presente memoria.

Como se emplea en la presente memoria, el término "region de escision" se refiere a una
region que esta ubicada inmediatamente adyacente al sitio de escision. El sitio de escision es el
sitio de la diana en el que se produce la escision. En algunas realizaciones, la region de escision
comprende tres bases en cada extremo e inmediatamente adyacentes al sitio de escision. En
algunas realizaciones, la region de escision comprende dos bases en cada extremo e
inmediatamente adyacentes al sitio de escision. En algunas realizaciones, el sitio de escision se
produce especificamente en el sitio unido por los nucledtidos 10 y 11 de la hebra antisentido, y la
region de escision comprende los nucleotidos 11, 12 y 13.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique lo contrario, el
término "complementaria", cuando se utiliza para describir una primera secuencia de nucleotidos
con relacidn a una segunda secuencia de nucledtidos, se refiere a la capacidad de un
oligonucledtido o polinucledtido que comprende la primera secuencia de nucleo6tidos para
hibridar y formar un estructura duplex en determinadas condiciones con un oligonucledtido o
polinucledtido que comprende la segunda secuencia de nucledtidos, como entendera el experto
en la técnica. Tales condiciones pueden ser, por ejemplo, condiciones rigurosas, donde las
condiciones rigurosas pueden incluir: NaCl 400 mM, PIPES 40 mM de pH 6,4, EDTA 1 mM,
50°C o 70°C durante 12-16 horas seguido de lavado (véase, p. €j., “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook, et al. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press). Se pueden
aplicar otras condiciones, tales como las condiciones fisiologicamente relevantes que se pueden
encontrar dentro de un organismo. El experto en la técnica podra determinar el conjunto de
condiciones mas apropiadas para una prueba de complementariedad de dos secuencias de
acuerdo con la aplicacion final de los nucle6tidos hibridados.

Las secuencias complementarias dentro de un ARNJ, p. ¢j., dentro de un ARNdh como se
describe en la presente memoria, incluyen el emparejamiento de bases del oligonucleo6tido o
polinucledtido que comprenden una primera secuencia de nucledtidos con un oligonucledtido o
polinucledtido que comprenden una segunda secuencia de nucledtidos en toda la longitud de una
o ambas secuencias de nucledtidos. Estas secuencias se pueden denominar "completamente
complementarias" entre si en la presente memoria. Sin embargo, cuando una primera secuencia

se denomina "sustancialmente complementaria" con respecto a una segunda secuencia en la
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presente memoria, las dos secuencias pueden ser completamente complementarias o pueden
formar una o mas, pero generalmente no mas de 5, 4, 3 o 2 pares de bases emparejados
erroneamente tras la hibridacion para un duplex de hasta 30 pares de bases, mientras se conserva
la capacidad de hibridar en las condiciones mas relevantes para su aplicacion final, p. €j.,
inhibicidn de la expresion génica a través de una via RISC. Sin embargo, cuando se disefian dos
oligonucleétidos para formar, tras la hibridacidon, uno o mas salientes de hebra sencilla, tales
salientes no se consideraran emparejamientos erroneos con respecto a la determinacion de
complementariedad. Por ejemplo, un ARNdh que comprende un oligonucleotido de 21
nucleotidos de longitud y otro oligonucleotido de 23 nucleotidos de longitud, en donde el
oligonucle6tido més largo comprende una secuencia de 21 nucleétidos que es completamente
complementaria al oligonucledtido mas corto, atin puede denominarse "completamente
complementario" para los propositos descritos en la presente memoria.

Las secuencias "complementarias", como se emplean en la presente memoria, también
pueden incluir, o estar formadas completamente a partir de pares de bases que no son de Watson-
Crick y/o pares de bases formados a partir de nucledtidos modificados y no naturales, en la
medida en que se cumplan los requisitos anteriores con respecto a que se satisfaga su capacidad
de hibridar. Tales pares de bases que no son de Watson-Crick incluyen, pero no se limitan a,
emparejamiento de bases Wobble de G:U o Hoogstein.

Los términos "complementaria", "completamente complementaria" y "sustancialmente
complementaria" en la presente memoria se pueden utilizar con respecto a la coincidencia de
bases entre la hebra efectora y la hebra antisentido de un ARNdh, o entre la hebra antisentido de
un agente de ARNi y una secuencia diana, como se entendera por el contexto de su uso.

Como se emplea en la presente memoria, un polinucledtido que es "sustancialmente
complementario a al menos una parte de" un ARN mensajero (ARNm) se refiere a un
polinucleétido que es sustancialmente complementario a una porcion contigua del ARNm de
interés (p. €j., un ARNm que codifica Serpincl). Por ejemplo, un polinucleotido es
complementario a al menos una parte de un ARNm de Serpincl si la secuencia es
sustancialmente complementaria a una porcion no interrumpida de un ARNm que codifica
Serpincl.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los polinucleotidos de la hebra antisentido
divulgados en la presente memoria son completamente complementarios a la secuencia de
Serpincl diana. En otras realizaciones, los polinucleotidos de la hebra antisentido divulgados en
la presente memoria son sustancialmente complementarios a la secuencia de Serpincl diana y

comprenden una secuencia de nucledtidos contigua que es al menos aproximadamente 80%
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complementaria en toda su longitud a la region equivalente de la secuencia de nucleotidos de
SEQ ID NO: 1, o un fragmento de SEQ ID NO: 1, tal como aproximadamente 85%,
aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%,
aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98% o aproximadamente 99% complementaria.

En una realizacion, un agente de iARN de la invencion incluye una hebra efectora que es
sustancialmente complementaria a un polinucledtido antisentido que, a su vez, es
complementario a una secuencia de Serpincl diana, y en donde el polinucle6tido de hebra
efectora comprende una secuencia de nucledtidos contigua que es al menos aproximadamente
80% complementaria en toda su longitud a la regidén equivalente de la secuencia de nucleé6tidos
de SEQ ID NO: 5, o un fragmento de cualquiera de SEQ ID NO: 5, tal como aproximadamente
85%, aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente
89%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente
93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente
97%, aproximadamente 98% o aproximadamente 99% complementaria.

Los agentes de ARNdh adecuados capaces de inhibir la expresion de un gen diana (es
decir, un gen de Serpincl) in vivo incluyen modificaciones quimicas. En ciertos aspectos de la
invencién, sustancialmente todos los nucle6tidos de un ARNi de la invencidn estan modificados.
En otras realizaciones de la invencion, todos los nucleotidos de un ARNI1 de la invencion estan
modificados. Los ARNi de la invencion en los que "sustancialmente todos los nucledtidos estan
modificados" estdn modificados en gran medida, pero no totalmente, y pueden incluir no mas de
5,4, 3, 2 o 1 nucledtidos no modificados.

Los agentes de ARNi para su uso en los métodos de la invencion generalmente incluyen
una hebra de ARN (la hebra antisentido) que tiene una region que tiene aproximadamente 30
nucleodtidos o menos de longitud, p. ¢j., 15-30, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23,
15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-
23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21,
19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-
28,21-27,21-26, 21-25, 21-24, 21-23, 0 21-22 nucledtidos de longitud, cuya region es
sustancialmente complementaria a al menos parte de un transcripto de ARNm de un gen de
Serpincl.

En otras realizaciones, una o ambas hebras de los agentes de iARN de doble hebra de la
invencion tienen una longitud de hasta 66 nucleétidos, p. €j., 36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43,

27-53 nucleodtidos de longitud, con una region de al menos 19 nucleo6tidos contiguos que es
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sustancialmente complementaria a al menos una parte de un transcripto de ARNm de un gen de
Serpincl. En algunas realizaciones, las hebras efectora y antisentido forman un diplex de 18-30
nucleotidos contiguos.

En algunas realizaciones, los agentes de ARNi para su uso en los métodos de la invencion
incluyen una cadena de ARN (la hebra antisentido) que puede tener hasta 66 nucledtidos de
longitud, p. ej., 36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43, 27-53 nucleo6tidos de longitud, con una region
de al menos 19 nucledtidos contiguos que es sustancialmente complementaria a al menos una
parte de un transcrito de ARNm de un gen de Serpincl. En algunas realizaciones, tales agentes
de ARNI que tienen hebras antisentido de mayor longitud pueden incluir una segunda hebra de
ARN (la hebra efectora) de 20-60 nucleotidos de longitud en donde las hebras efectora y
antisentido forman un daplex de 18-30 nucleotidos contiguos.

El agente de iARN comprende una hebra efectora y una hebra antisentido. Cada hebra del
agente de iARN puede variar de 12-30 nucleotidos de longitud. Por ejemplo, cada hebra puede
tener entre 14-30 nucledtidos de longitud, 17-30 nucledtidos de longitud, 19-30 nucleotidos de
longitud, 25-30 nucleotidos de longitud, 27-30 nucleétidos de longitud, 17-23 nucledtidos de
longitud, 17-21 nucleotidos de longitud, 17-19 nucleétidos de longitud, 19-25 nucledtidos de
longitud, 19-23 nucledtidos de longitud, 19-21 nucledtidos de longitud, 21-25 nucledtidos de
longitud o 21-23 nucle6tidos de longitud.

La hebra efectora y la hebra antisentido tipicamente forman un ARN duplex de doble
hebra ("ARNdh"), también denominado en la presente memoria "agente de iARN". La region
duplex de un agente de iARN puede tener una longitud de 12-30 pares de nucledtidos. Por
ejemplo, la region duplex puede tener entre 14-30 pares de nucledtidos de longitud, 17-30 pares
de nucleotidos de longitud, 27-30 pares de nucleodtidos de longitud, 17-23 pares de nucleotidos
de longitud, 17-21 pares de nucleétidos de longitud, 17-19 pares de nucleotidos de longitud, 19-
25 pares de nucledtidos de longitud, 19-23 pares de nucledtidos de longitud, 19-21 pares de
nucledtidos de longitud, 21-25 pares de nucledtidos de longitud o 21-23 pares de nucledtidos de
longitud. En otro ejemplo, la region duplex se selecciona entre 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24,25, 26 y 27 nucledtidos de longitud.

En una realizacion, el agente de iARN puede contener una o mas regiones salientes y/o
grupos de proteccion terminal en el extremo 3°, el extremo 5' 0 ambos extremos de una o ambas
hebras. El saliente puede tener 1-6 nucledtidos de longitud, p. €j., 2-6 nucledtidos de longitud, 1-
5 nucledtidos de longitud, 2-5 nucledtidos de longitud, 1-4 nucledtidos de longitud, 2-4
nucleotidos de longitud, 1-3 nucledtidos de longitud, 2-3 nucleo6tidos de longitud o 1-2
nucleotidos de longitud. Los salientes pueden ser el resultado de que una hebra sea mas larga que

la otra, o el resultado de dos hebras de la misma longitud escalonadas. El saliente puede formar
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un emparejamiento errébneo con el ARNm diana o puede ser complementario a las secuencias
génicas a las que se dirige o puede ser otra secuencia. La primera y la segunda hebras también se
pueden unir, p. ej., mediante bases adicionales para formar una horquilla, o mediante otros
conectores que no sean bases.

En una realizacion, los nucledtidos en la region saliente del agente de iARN pueden ser
cada uno independientemente un nucleétido modificado o no modificado incluyendo, pero sin
limitarse a, aziicar modificado en 2', tal como 2-F, 2'-O-metilo, timidina (T), 2'-O-metoxietil-5-
metiluridina (Teo), 2'-O-metoxietiladenosina (Aeo), 2'-O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo) y
cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, TT puede ser una secuencia saliente para
cualquier extremo de cualquier hebra. El saliente puede formar un emparejamiento erroneo con
el ARNm diana o puede ser complementario a las secuencias de genes que estan siendo elegidas
como diana o puede ser otra secuencia.

Los salientes 5' 0 3' en la hebra efectora, la hebra antisentido o ambas hebras del agente
de 1ARN se pueden fosforilar. En algunas realizaciones, la region o regiones salientes contienen
dos nucleotidos que tienen un fosforotioato entre los dos nucleo6tidos, en donde los dos
nucleotidos pueden ser iguales o diferentes. En una realizacion, el saliente esta presente en el
extremo 3’ de la hebra efectora, la hebra antisentido o ambas hebras. En una realizacion, este
saliente 3’ est4 presente en la hebra antisentido. En una realizacion, este saliente 3’ est4 presente
en la hebra efectora.

El agente de 1IARN puede contener solo un saliente, que puede fortalecer la actividad de
interferencia del iARN, sin afectar su estabilidad general. Por ejemplo, el saliente de hebra
sencilla puede estar situado en el extremo 3’-terminal de la hebra efectora o, alternativamente, en
el extremo 3'-terminal de la hebra antisentido. E1 iARN también puede tener un extremo romo,
ubicado en el extremo 5' de la hebra antisentido (o el extremo 3' de la hebra efectora) o
viceversa. Generalmente, la hebra antisentido del iARN tiene un saliente de nucleotidos en el
extremo 3’ y el extremo 5' es romo. Sin desear vincularse a la teoria, el extremo romo asimétrico
en el extremo 5' de la hebra antisentido y el saliente del extremo 3' de la hebra antisentido
favorecen la carga de la hebra guia en el proceso RISC.

Cualquiera de los 4cidos nucleicos caracterizados en la invencion se puede sintetizar y/o
modificar mediante métodos bien establecidos en la técnica, tales como los descritos en " Current
protocols in nucleic acid chemistry", Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York, NY, EE.UU., que se incorpora a la presente memoria como referencia. Las
modificaciones incluyen, por ejemplo, modificaciones finales, p. €j., modificaciones del extremo
5' (fosforilacion, conjugacion, enlaces invertidos) o modificaciones del extremo 3' (conjugacion,

nucledtidos de ADN, enlaces invertidos, etc.); modificaciones de bases, p. €j., reemplazo por
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bases estabilizadoras, bases desestabilizadoras o bases que se emparejan con un repertorio
expandido de compafieros, eliminacioén de bases (nucledtidos abasicos) o bases conjugadas;
modificaciones del azlicar (p. ej., en la posicion 2' o en la posicion 4') o sustitucion del azucar;
y/o modificaciones de la cadena principal, incluida la modificacion o sustitucion de los enlaces
fosfodiéster. Los ejemplos especificos de compuestos de ARNi ttiles en las realizaciones
descritas en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, ARN que contienen cadenas
principales modificadas o que no contienen enlaces internucleosidicos naturales. Los ARN que
tienen cadenas principales modificadas incluyen, entre otros, los que no tienen un atomo de
fosforo en la cadena principal. Para los propositos de esta memoria descriptiva, y como a veces
se hace referencia en la técnica, los ARN modificados que no tienen un atomo de foésforo en su
cadena principal internucleosidica también pueden considerarse oligonucleosidos. En algunas
realizaciones, un ARNi modificado tendra un atomo de fosforo en su cadena principal
internucleosidica.

Las cadenas principales de ARN modificado incluyen, por ejemplo, fosforotioatos,
fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil- y otros
alquil-fosfonatos, incluidos 3'-alquilen fosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos, incluidos 3'-aminofosforamidatos y aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que tienen
enlaces 3'-5' normales, andlogos enlazados 2'-5' de estos y aquellos que tienen polaridad invertida
en donde los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5'a 5'-3' 0 2'-5'a 5'-
2'. También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de acidos libres.

Las patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de los enlaces
que contienen fosforo anteriores incluyen, pero no se limitan a, las Patentes de Estados Unidos
Num. 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.195; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019;
5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677;
5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.316; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361;
5.625.050; 6.028.188; 6.124.445; 6.160.109; 6.169.170; 6.172.209; 6. 239.265; 6.277.603;
6.326.199; 6.346.614; 6.444.423; 6.531.590; 6.534.639; 6.608.035; 6.683.167; 6.858.715;
6.867.294; 6.878.805; 7.015.315; 7.041.816; 7.273.933; 7.321.029; y la Patente de Estados
Unidos RE39464, el contenido completo de cada una de los cuales se incorpora a la presente
memoria como referencia.

Las cadenas principales de ARN modificadas que no incluyen un atomo de fosforo en las
mismas tienen cadenas principales que estan formadas por enlaces internucleosidicos de
cicloalquilo o alquilo de cadena corta, heteroatomos mixtos y enlaces internucleosidicos de

alquilo o cicloalquilo, o uno o mas enlaces internucleosidicos heteroatdmicos o heterociclicos de
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cadena corta. Estas incluyen las que tienen enlaces morfolino (formados en parte a partir de la
porcion de azucar de un nucledsido); cadenas principales de siloxano; cadenas principales de
sulfuro, sulfoxido y sulfona; cadenas principales de formacetilo y tioformacetilo; cadenas
principales de metilenformacetilo y tioformacetilo; cadenas principales que contienen alqueno;
cadenas principales de sulfamato; cadenas principales de metilenimino y metilenhidrazino;
cadenas principales de sulfonato y sulfonamida; cadenas principales de amida; y otras que tienen
partes componentes de N, O, S y CHz mezcladas.

Las Patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de los
oligonucleosidos anteriores incluyen, pero no se limitan a, las Patentes de Estados Unidos Num.
5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033; 5.64.562; 5.264.564;
5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086;
5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437; y
5.677.439, el contenido completo de cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria
como referencia.

En otras realizaciones, se contemplan miméticos de ARN adecuados para su uso en
ARN]J, en los que tanto el azicar como el enlace internucleosidico, es decir, la cadena principal,
de las unidades de nucleétidos se reemplazan por grupos nuevos. Las unidades de base se
mantienen para la hibridacion con un compuesto diana de &cido nucleico apropiado. Uno de tales
compuestos oligoméricos, un mimético de ARN que ha demostrado tener excelentes propiedades
de hibridacion, se denomina 4cido peptidonucleico (PNA). En los compuestos de PNA, la cadena
principal de azicar de un ARN se reemplaza por una cadena principal que contiene amida, en
particular una cadena principal de aminoetilglicina. Las nucleobases se conservan y se unen
directa o indirectamente a atomos de nitrogeno aza de la porcion amida de la cadena principal.
Las patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de compuestos de
PNA incluyen, pero no se limitan a, las Patentes de Estados Unidos Num. 5.539.082; 5.714.331;
y 5.719.262, el contenido completo de cada uno de las cuales se incorpora a la presente memoria
como referencia. Los compuestos de PNA adicionales adecuados para su uso en los ARNi de la
invencion son descritos, p. €j., por Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500.

Algunas realizaciones presentadas en la invencion incluyen ARN con cadenas principales
de fosforotioato y oligonucledsidos con cadenas principales de heterodtomos, y en particular
--CH;--NH--CH>-, --CH»>--N(CH3)--O--CH>-- [conocida como cadena principal de metileno
(metilimino) o MMI], --CH2--O--N(CH3)--CHz--, --CH2--N(CH3)--N(CH3)--CHz-- y --N(CH3)--
CH>—CHz-- [en donde la cadena principal de fosfodiéster nativo se representa como --O--P--O--
CH>--] de la Patente de Estados Unidos Num. 5.489.677 referenciada anteriormente, y las
cadenas principales de amida de la Patente de Estados Unidos Num. 5.602.240. En algunas

43



10

15

20

25

30

35

realizaciones, los ARN presentados en la presente memoria tienen estructuras de cadena
principal de morfolino de la Patente de Estados Unidos Num. 5.034.506 mencionada
anteriormente.

Los ARN modificados también pueden contener uno o mas radicales azicar sustituidos.
Los ARNJ, p. ej., ARNdh, presentados en la presente memoria pueden incluir uno de los
siguientes en la posicion 2': OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; O-, S- o N-
alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, en donde el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C; a
Cio o0 alquenilo y alquinilo C> a Cjo sustituidos o no sustituidos. Las modificaciones adecuadas
ilustrativas incluyen O[(CH2)»,O] mCH3, O(CH2)..OCH3, O(CH2),NH>2, O(CH2) »CHs,
O(CH2)sONH2, y O(CH2)sON[(CH2)aCH3)]2, en donde n y m son de 1 a aproximadamente 10.
En otras realizaciones, los ARNdh incluyen uno de los siguientes en la posicion 2': alquilo
inferior C; a Cio, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, o-alcarilo o o-aralquilo, SH,
SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH>,
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un
grupo de escision de ARN, un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar la
propiedades farmacocinéticas de un ARNi, o un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un ARN], y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. En
algunas realizaciones, la modificacion incluye un grupo 2'-metoxietoxi (2'-O--CH2CH20OCH3,
también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995,
78: 486-504) es decir, un grupo alcoxi-alcoxi. Otra modificacion ilustrativa es 2'-
dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH2),ON(CH3), también conocido como 2'-
DMAOQE, como se describe en los ejemplos a continuacion, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi
(también conocido en la técnica como 2'-DMAEQE), es decir, 2'-O--CH»--O--CH>--N(CH>)a.

Otras modificaciones incluyen 2'-metoxi (2'-OCH3), 2'-aminopropoxi (2'-
OCH2CH2CH2NH2) y 2'-fluoro (2'-F). También se pueden realizar modificaciones similares en
otras posiciones en el ARN de un ARN]j, particularmente en la posicion 3’ del azlicar en el
nucledtido terminal 3' o en ARNdh conectados 2'-5' y la posicion 5' del nucledtido terminal 5'.
Los ARNi también pueden tener miméticos de azicar como radicales ciclobutilo en lugar del
azucar pentofuranosilo. Las patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la
preparacion de tales estructuras de azicar modificadas incluyen, pero no se limitan a, la patente
de Estados Unidos Num. 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137,;
5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300;
5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y 5.700.920, algunas de las cuales son
de titularidad compartida con la presente solicitud. El contenido completo de cada una de los

anteriores se incorpora a la presente memoria como referencia.
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Un ARNi también puede incluir modificaciones o sustituciones de nucleobases (a
menudo denominadas en la técnica simplemente como "base"). Como se emplea en la presente
memoria, las nucleobases "no modificadas" o "naturales" incluyen las bases de purina adenina
(A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las
nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como desoxi-
timina (dT), 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados alquilicos de adenina. y guanina, 2-propilo y otros
derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo
y citosina, 5-propiniluracilo y citosina, 6-azouracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo),
4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas
sustituidas en la posicion 8, 5-halo, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y
citosinas sustituidos en la posicion 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-
azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina. Otras
nucleobases incluyen las descritas en la patente de Estados Unidos Num. 3.687.808, los descritas
en Modified Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology Medicine, Herdewijn, P. ed. Wiley-
VCH, 2008; los descritos en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering,
paginas 858-859, Kroschwitz, J. L, ed. John Wiley & Sons, 1990, los descritos por Englisch et
al., en Angewandte Chemie, Edicion Internacional, 1991, 30, 613, y los descritos por Sanghvi, Y
S., Capitulo 15, en ARNdh Research and Applications, paginas 289-302, Crooke, ST y Lebleu,
B., Ed., CRC Press, 1993. Algunas de estas nucleobases son particularmente utiles para aumentar
la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos presentados en la invencion. Estas incluyen
pirimidinas sustituidas en la posicion 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas N-2, N-6 y 0-6,
incluidas 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y S-propinilcitosina. Se ha demostrado que las
sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido nucleico en 0,6-
1,2°C (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. and Lebleu, B., Eds., dSRNA Research and Applications,
CRC Press, Boca Raton, 1993, pag. 276-278) y son sustituciones de bases representativas,
incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones en el azlicar con 2'-O-
metoxietilo.

Las patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de algunas de
las nucleobases modificadas mencionadas anteriormente, asi como otras nucleobases
modificadas, incluyen, pero no se limitan a, las Patentes de Estados Unidos Num. 3.687.808.
4.845.205; 5.130.30; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.457.187; 5.459.255;
5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121. 5.596.091; 5.614.617;
5.681.941; 5.750.692; 6.015.886; 6.147.200; 6.166.197; 6.222.025; 6.235.887; 6.380.368;
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6.528.640; 6.639.062; 6.617.438; 7.045.610; 7.427.672; and 7.495.088, el contenido completo de
cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia.

El ARN de un ARNi también se puede modificar para incluir uno o mas radicales aztcar
biciclicos. Un "azuicar biciclico" es un anillo de furanosilo modificado por la unién mediante
puente de dos atomos. Un "nucledsido biciclico" ("BNA") es un nucle6sido que tiene un radical
azlcar que comprende un puente que conecta dos atomos de carbono del anillo de azicar,
formando asi un sistema anular biciclico. En ciertas realizaciones, el puente conecta el carbono 4’
y el carbono 2’ del anillo de azicar. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un agente de la
invencion puede incluir el ARN de un ARNi que también se puede modificar para incluir uno o
mas acidos nucleicos bloqueados (LNA). Un &cido nucleico bloqueado es un nucleétido que
tiene un radical ribosa modificado en donde el radical ribosa comprende un puente adicional que
conecta los carbonos 2'y 4'. En otras palabras, un LNA es un nucledtido que comprende un
radical aztcar biciclico que comprende un puente 4'-CH2-0O-2'. Esta estructura "bloquea"
eficazmente la ribosa en la conformacion estructural 3'-endo. Se ha demostrado que la adicion de
acidos nucleicos bloqueados a los ARNip aumenta la estabilidad del ARNip en suero y reduce
los efectos inespecificos (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447; Mook ,
OR. et al., (2007) Mol Canc Ther 6(3):833-843; Grunweller, A. ef al., (2003) Nucleic Acids
Research 31(12):3185-3193).

Los ejemplos de nucledsidos biciclicos para su uso en los polinucledtidos de la invencion
incluyen, sin limitacion, nucledsidos que comprenden un puente entre los &tomos del anillo de
ribosilo 4"y 2'. En ciertas realizaciones, los agentes polinucleotidicos antisentido de la invencion
incluyen uno o més nucledsidos biciclicos que comprenden un puente de 4" a 2'. Los ejemplos de
tales nucleosidos biciclicos con puentes de 4" a 2’ incluyen, pero no se limitan a 4’-(CH2)—O-2’
(LNA); 4'-(CH2)—S-2"; 4'-(CH2)2—O0-2' (ENA); 4'-CH(CH3)—O0-2" (también denominado
"etilo constrefiido" o "cEt") y 4-CH(CH20OCH3)—O0O-2' (y anélogos del mismo; véase, p. €j., la
Patente de Estados Unidos Num. 7.399.845); 4'-C(CH3)(CH3)—O0O-2' (y analogos del mismo;
véase, p. €]., la Patente de Estados Unidos Num. 8.278.283); 4'-CH2—N(OCH?3)-2' (y analogos
del mismo; véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 8.278.425); 4'-CH2—O—N(CH3)-
2' (véase, p. €j., la Publicacion de Patente de Estados Unidos Num. 2004/0171570); 4'-CH2—
N(R)—O0-2’, en donde R es H, alquilo C1-C12 o un grupo protector (véase, p. €j., la Patente de
Estados Unidos Num. 7.427.672); 4'-CH2—C(H)(CH3)-2' (véase, p. ¢€j., Chattopadhyaya et al.,
J. Org. Chem., 2009, 74, 118-134); y 4'-CH2—C(=CH2)-2' (y anéalogos del mismo; véase, p. €j.,
la Patente de Estados Unidos Num. 8.278.426). El contenido completo de cada una de las

anteriores se incorpora a la presente memoria como referencia.
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Las Patentes de Estados Unidos y las Publicaciones de Patente de Estados Unidos
representativas adicionales que ilustran la preparacion de nucledtidos de acido nucleico
bloqueados incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: Patentes de Estados Unidos Num.
6.268.490; 6.525.191; 6.670.461; 6.770.748; 6.794.499; 6.998.484; 7.053.207;
7.034.133;7.084.125; 7.399.845; 7.427.672; 7.569.686; 7.741.457; 8.022.193; 8.030.467,;
8.278.425; 8.278.426; 8.278.283; US 2008/0039618; y US 2009/0012281, el contenido completo
de cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia.

Cualquiera de los nucledsidos biciclicos anteriores se puede preparar con una o mas
configuraciones de azlcar estereoquimicas que incluyen, p. €j., a-L-ribofuranosa y p-D-
ribofuranosa (véase el documento WO 99/14226).

El ARN de un ARNi también se puede modificar para incluir uno o mas nucleoétidos con
etilo constrefiiddo. Como se emplea en la presente memoria, un "nucleoétido de etilo constrefiido"
o "cEt" es un acido nucleico bloqueado que comprende un radical azicar biciclico que
comprende un puente 4'-CH(CH3)-0-2'. En una realizacion, un nucledtido de etilo constrefiido
estd en la conformacion S a la que se hace referencia en la presente memoria como "S-cEt".

Un ARNI de la invencidon también puede incluir uno o mas "nucledtidos
conformacionalmente restringidos" ("CRN"). Los CRN son analogos de nucle6tidos con un
conector que conecta los carbonos C2'y C4' de la ribosa o los carbonos C3 y -C5’ de la ribosa.
Los CRN bloquean el anillo de ribosa en una conformacion estable y aumenta la afinidad de
hibridacion con el ARNm. El conector tiene la longitud suficiente para colocar el oxigeno en una
posicion Optima para la estabilidad y afinidad, lo que da como resultado menos formacion de
pliegues en el anillo de ribosa.

Las publicaciones representativas que ilustran la preparacion de algunos de los CRN
mencionados anteriormente incluyen, pero no se limitan a, la Publicacion de Patente de Estados
Unidos Num. 2013/0190383; y la publicacion PCT WO 2013/036868, el contenido completo de
cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia.

Uno o més de los nucleodtidos de un ARNi de la invencion también pueden incluir un
nucleotido sustituido con hidroximetilo. Un "nucledtido sustituido con hidroximetilo" es un 2'-3'-
seco-nucleotido aciclico, también conocido como una modificacion de "acido nucleico
desbloqueado" ["UNA (en sus siglas en inglés)"].

Las publicaciones de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de UNA
incluyen, pero no se limitan a, la patente de Estados Unidos Num. 8.314.227; y las Publicaciones
de Patente de Estados Unidos Num. 2013/0096289; 2013/0011922; y 2011/0313020, el
contenido completo de cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como

referencia.
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Las modificaciones potencialmente estabilizadoras de los extremos de las moléculas de
ARN pueden incluir N-(acetilaminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6-NHAc), N-(caproil-4-
hidroxiprolinol (Hyp-C6), N-(acetil-4-hidroxiprolinol) (Hyp-NHAc), timidina-2'-0-
desoxitimidina (éter), N-(aminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6-amino), 2-docosanoil-
uridina-3"- fosfato, base invertida dT(idT) y otros. La divulgacion de esta modificacion se puede
encontrar en PCT Publicacion Num. WO 2011/005861.

En ciertos aspectos de la invencion, los agentes de ARNi de doble hebra de la invencion
incluyen agentes con modificaciones quimicas como se describe, p. €j., en la Solicitud
Provisional de Estados Unidos Num. 61/561,710, presentada el 18 de noviembre de 2011, o en
PCT/US2012/065691, presentada el 16 de noviembre de 2012, el contenido completo de cada
una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia.

Los agentes de ARN de doble hebra (ARNdh) de la invencién se pueden conjugar
opcionalmente con uno o mas ligandos. El ligando se puede anclar a la hebra efectora, la hebra
antisentido o ambas hebras, en el extremo 3°, en el extremo 5' 0 en ambos extremos. Por
ejemplo, el ligando se puede conjugar con la hebra efectora. En realizaciones preferidas, el
ligando se conjuga con el extremo 3’ de la hebra efectora.

En una realizacion, el ligando es un producto conjugado de carbohidrato, tal como un
monosacarido. En una realizacion, el ligando es N-acetilgalactosamina (GalNAc) GalNAc o un
derivado de GalNAc. En ciertas realizaciones de la invencion, la GalNAc o el derivado de
GalNACc se ancla a un agente de ARNI1 de la invencion a través de un conector monovalente. En
algunas realizaciones, la GalNAc o el derivado de GalNAc se ancla a un agente de ARNi de la
invencion a través de un conector bivalente. En otras realizaciones mas de la invencion, la
GalNAc o el derivado de GalNACc se anclan a un agente de ARNi de la invencién a través de un
conector trivalente. Los ligandos adecuados se describen, p. €j., en la Solicitud de Patente de
Estados Unidos Num. 15/371.300 y la Publicacion de Patente de Estados Unidos Num.
2009/0239814, los contenidos completos de cada una de las cuales se relacionan con ligandos
adecuados se incorporan a la presente memoria como referencia.

En algunas realizaciones, el ligando, p. €j., el ligando GalNAc, se ancla al extremo 3’ del
agente de iIARN. En una realizacion, el agente de iARN se conjuga con el ligando a través de un

conector, p. €j., ligando GalNAc, como se muestra en el siguiente esquema.
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en donde X es O o S. En una realizacion, X es O.

Las patentes de Estados Unidos representativas que ilustran la preparacion de productos
conjugados de ARN incluyen, pero no se limitan a, las Patentes de Estados Unidos Num.
4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717.
5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439;
5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941;
4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830;
5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873;
5.317.098; 5.371.241. 5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785;
5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923;
5.599.928 and 5.688.941; 6.294.664; 6.320.017; 6.576.752; 6.783.931; 6.900.297; 7.037.646;
8.106.022, el contenido completo de cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria
como referencia.

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto dado se modifiquen
uniformemente y, de hecho, mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente se
pueden incorporar en un solo compuesto o incluso en un solo nucledsido dentro de un ARNi. La
presente invencion también incluye compuestos de ARNi que son compuestos quiméricos.

Los compuestos de ARNi "quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta invencion,
son compuestos de ARNi, preferiblemente ARNdh, que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, cada una compuesta por al menos una unidad monomeérica, es decir, un
nucledtido en el caso de un compuesto de ARNdh. Estos ARNi contienen tipicamente al menos
una region en la que el ARN se modifica para conferir al ARNi una mayor resistencia a la
degradacion por nucleasas, una mayor captacion celular y/o una mayor afinidad de unién por el
acido nucleico diana. Una region adicional del ARNi puede servir como sustrato para enzimas
capaces de escindir hibridos ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, la ARNasa H es una
endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un diiplex ARN:ADN. La activacion de la

ARNasa H, por lo tanto, da como resultado la escision del ARN diana, mejorando asi en gran
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medida la eficacia de la inhibicion del ARNi de la expresion génica. En consecuencia, a menudo
se pueden obtener resultados comparables con ARNi més cortos cuando se utilizan ARNdh
quiméricos, en comparacion con desoxi ARNdh con fosforotioato que hibridan con la misma
region diana. La escision de la diana de ARN se puede detectar rutinariamente mediante
electroforesis en gel y, si fuera necesario, técnicas de hibridacion de acido nucleico asociadas
conocidas en la técnica.

En ciertos casos, el ARN de un ARNi puede ser modificado por un grupo no ligando. Se
han conjugado varias moléculas que no son ligandos a ARNi para mejorar la actividad, la
distribucion celular o la captacion celular del ARNI, y los procedimientos para realizar tales
conjugaciones estan disponibles en la bibliografia cientifica. Tales radicales que no son ligandos
han incluido radicales lipidicos, tales como colesterol (Kubo, T. et al., Biochem. Biophys. Res.
Comm., 2007, 365(1):54-61; Letsinger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), 4cido
colico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4:1053), un tioéter, p. ¢j., hexyl-S-
tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med.
Chem. Let., 1993, 3:2765), un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533),
una cadena alifatica, p. ¢j., restos dodecanodiol o undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J.,
1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993,
75:49), un fosfolipido, p. €j., di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-
fosfonato de trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea et al., Nucl.
Acids Res., 1990, 18:3777), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al.,
Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969), o acido adamantanoacético (Manoharan et al.,
Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), un radical palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta,
1995, 1264:229), o un radical octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al.,
J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Las patentes de Estados Unidos representativas que
ilustran la preparacion de tales productos conjugados de ARN se han enumerado anteriormente.
Los protocolos de conjugacion tipicos implican la sintesis de un ARN que porta un
aminoconector en una o mas posiciones de la secuencia. A continuacion, el grupo amino se hace
reaccionar con la molécula que estéd siendo conjugada utilizando reactivos de activacion o de
acoplamiento apropiados. La reaccion de conjugacion se puede realizar con el ARN todavia
unido al soporte s6lido o después de la escision del ARN, en fase de solucion. La purificacion
del producto conjugado de ARN mediante HPLC proporciona tipicamente el producto conjugado

puro.

V. Usos de las Composiciones Farmacéuticas de la Invencion
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion son ttiles para el tratamiento
terapéutico y profilactico de sujetos que tienen un trastorno que se beneficiaria de la reduccion
de la expresion de Serpincl, tal como un trastorno hemorragico, p. €j., una hemofilia (p. ej.,
hemofilia A, hemofilia B o hemofilia C).

Como se emplean en la presente memoria, los términos "tratar" o "tratamiento" se
refieren a un resultado beneficioso o deseado que incluye, pero no se limita a, alivio o mejora de
uno o mas sintomas, disminucién de la extension de la magnitud del sangrado, estado
estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de sangrado, mejoria o paliacion del sangrado, ya sea
detectable o indetectable, o resolucion el sangrado. "Tratamiento" también puede significar
prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada en ausencia de
tratamiento. En los métodos de la invencion, el tratamiento incluye el tratamiento a demanda y el
control de los episodios de sangrado, el tratamiento perioperatorio del sangrado y la profilaxis de
rutina para reducir la frecuencia de los episodios de sangrado.

El término "inferior" en el contexto del nivel de un Serpincl en un sujeto o un marcador
o sintoma de enfermedad se refiere a una disminucion estadisticamente significativa en dicho
nivel. La disminucion puede ser, p. ¢j., de al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al
menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al
menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o mas y estéd preferiblemente por debajo de un nivel
aceptado como dentro del intervalo normal para un individuo sin tal trastorno.

Como se emplea en la presente memoria, "prevencion" o "prevenir", cuando se utiliza en
referencia a una enfermedad, trastorno o afeccion de la misma, que se beneficiaria de una
reduccion en la expresion de un gen Serpincl, se refiere a una reduccion en la probabilidad de
que un sujeto desarrolle un sintoma asociado con tal enfermedad, trastorno o afeccion, p. €j., un
sintoma tal como una hemorragia. La probabilidad de desarrollar una hemorragia se reduce, p.
€j., cuando un individuo que tiene uno o mas factores de riesgo de hemorragia no desarrolla una
hemorragia o desarrolla una hemorragia con menor gravedad con respecto a una poblacion que
tiene los mismos factores de riesgo y no recibe tratamiento como se describe en la presente
memoria. La imposibilidad de desarrollar una enfermedad, trastorno o afeccion, o la reduccion
en el desarrollo de un sintoma asociado con tal enfermedad, trastorno o afeccion (p. €j., en al
menos aproximadamente 10% en una escala aceptada clinicamente para esa enfermedad o
trastorno), o la exhibicion de retraso de los sintomas (p. €j., dias, semanas, meses o afos) se
considera prevencion eficaz.

Los sujetos que se beneficiarian de una reduccion y/o inhibicion de la expresion del gen

de Serpincl son aquellos que tienen un trastorno hemorragico, p. €j., un trastorno hemorragico
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hereditario o un trastorno hemorragico adquirido como se describe en la presente memoria. En
una realizacion, un sujeto que tiene un trastorno hemorragico hereditario tiene una hemofilia, p.
ej., hemofilia A, B o C. En una realizacion, un sujeto que tiene un trastorno hemorragico
hereditario, p. €j., una hemofilia, es un sujeto inhibidor (un sujeto que se ha vuelto refractario a
los factores de coagulacion de reemplazo). En una realizacion, el sujeto inhibidor tiene hemofilia
A. En otra realizacion, el sujeto inhibidor tiene hemofilia B. En otra realizacion mas, el sujeto
inhibidor tiene hemofilia C. El tratamiento de un sujeto que se beneficiaria de una reduccion y/o
inhibicidn de la expresion génica de Serpincl incluye tratamiento terapéutico (p. €j., a demanda,
p. €]., el sujeto estd sangrando (hemorragia espontanea o como resultado de trauma) y tiene
incapacidad para coagular) y profilactico (p. ¢j., el sujeto no estd sangrando y/o va a ser sometido
a cirugia).

Como se emplea en la presente memoria, el término "trastorno hemorragico" es una
enfermedad o trastorno que da como resultado una deficiente coagulacion de la sangre y/o
sangrado excesivo. Un trastorno hemorragico puede ser un trastorno hereditario, tal como la
hemofilia o la enfermedad de von Willebrand, o un trastorno adquirido asociado con, p. ¢j.,
coagulacion intravascular diseminada, eclampsia asociada al embarazo, deficiencia de vitamina
K, un trastorno autoinmunitario, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa, un
trastorno dermatologico (p. €j., psoriasis, pénfigo), una enfermedad respiratoria (p. €j., asma,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica), una reaccion alérgica a un farmaco, p. €j., el
resultado de farmacos, tales como aspirina, heparina y warfarina, diabetes, infeccion aguda por
hepatitis B, infeccion aguda por hepatitis C, una neoplasia maligna o un tumor solido (p. ej.,
prostata, pulmon, colon, pancreas, estdbmago, vias biliares, cabeza y cuello, cuello uterino, mama,
melanoma, rifidn y/o neoplasia maligna hematologica). En una realizacion, un trastorno
hemorragico hereditario es una hemofilia, p. €j., hemofilia A, B o C. En una realizacion, un
sujeto que tiene un trastorno hemorragico hereditario, p. €j., una hemofilia, ha desarrollado
inhibidores, p. €j., inhibidores de aloanticuerpos, para terapias de coagulacion de reemplazo y se
denomina en la presente memoria un "sujeto inhibidor". En una realizacion, el sujeto inhibidor
tiene hemofilia A. En otra realizacion, el sujeto inhibidor tiene hemofilia B. En otra realizacion
mas, el sujeto inhibidor tiene hemofilia C.

En una realizacion, un trastorno hemorragico es un trastorno hemorragico poco comin
(“RBD en sus siglas en inglés”). Un RBD puede ser un RBD adquirido o un RBD heredado. Los
RBD heredados incluyen trastornos asociados con deficiencias de los factores de coagulacion
fibrindgeno, FII, FV, FV y FVIII combinados, FVIL, FX, FXI, FXIII y deficiencia congénita de
factores dependientes de vitamina K (“VKCFD en sus siglas en inglés”). Por lo general, se

transmiten como afecciones autosdomicas recesivas, aunque, en algunos casos, tales como el FXI
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y la disfibrinogenemia, pueden ser autosomicas dominantes. Los RBD se notifican en la mayoria
de las poblaciones, con una incidencia homocigoética o heterocigética doble que varia de 1 entre
500.000 para la deficiencia de FVII a 1 entre 2 a 3 millones para las deficiencias de protrombina
y FXIII. La frecuencia relativa varia entre las poblaciones, siendo mayor donde los matrimonios
consanguineos o endogamicos son comunes, con incremento de frecuencia de genes mutantes
especificos.

Los RBD ilustrativos incluyen afibrinogenemia (fibrindgeno; deficiencia de Factor I);
hipofibrinogenemia (fibrinogeno; deficiencia de Factor I); disfibrinogenemia (fibrindgeno;
deficiencia de Factor I); hipodisfibrinogenemia (fibrin6geno; deficiencia de Factor I);
hipoprotrombinemia (protrombina; deficiencia de Factor II); deficiencia de protrombina
(protrombina; deficiencia de Factor II); trombofilia (protrombina; deficiencia del Factor II);
deficiencia congénita de antitrombina III (tromboplastina; Factor III; factor tisular);
parahemofilia (proacelerina; Factor V; factor 1abil); enfermedad de Owren (proacelerina; Factor
V; factor 1abil); resistencia a la Proteina C activada (proacelerina; Factor V; factor 1abil);
enfermedad de Alexander (factor estable proconvertina; Factor VII); deficiencia congénita de
proconvertina/Factor VII (factor estable proconvertina; Factor VII); Deficiencia de Stuart-
Prower (factor de Stuart-Prower; Factor X); deficiencia congénita de Factor XIIla/b (es factor
estabilizador de fibrina; Factor XIII); deficiencia hereditaria de Factor XIII (factor estabilizador
de fibrina; Factor XIII); y deficiencia de Factor estabilizador de fibrina (factor estabilizador de
fibrina; Factor XIII).

Se pretende que "cantidad terapéuticamente eficaz", como se emplea en la presente
memoria, incluya la cantidad de un agente de iARN que, cuando se administra a un sujeto que
tiene un trastorno hemorragico y hemorragia, sea suficiente para efectuar el tratamiento de la
enfermedad (p. €j., disminuyendo, mejorando o manteniendo la enfermedad existente o uno o
mas sintomas de la enfermedad). La "cantidad terapéuticamente eficaz" puede variar segin el
agente de iIARN, como se administra el agente, la enfermedad y su gravedad y los antecedentes,
edad, peso, antecedentes familiares, composicidon genética, los tipos de tratamientos anteriores o
concomitantes, si los hubiera, y otras caracteristicas individuales del sujeto que se vaya a tratar.

Se pretende que "cantidad profilacticamente eficaz", como se emplea en la presente
memoria, incluya la cantidad de un ARNi que, cuando se administre a un sujeto que tiene un
trastorno hemorragico, pero no esta sangrando, p. €j., un sujeto que tiene un trastorno
hemorragico y cirugia programada (p. €j. tratamiento preoperatorio), sea suficiente para prevenir
o mejorar la enfermedad o uno o mas sintomas de la enfermedad. La mejora de la enfermedad
incluye ralentizar el curso de la enfermedad o reducir la gravedad de la enfermedad de desarrollo

posterior. La "cantidad profilacticamente eficaz" puede variar segun el ARNi, la forma en que se
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administra el agente, el grado de riesgo de enfermedad y los antecedentes, la edad, el peso, los
antecedentes familiares, la composicion genética, los tipos de tratamientos anteriores o
concomitantes, si los hubiera, y otras caracteristicas individuales del paciente que se vaya a
tratar.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad profilacticamente eficaz" también
incluye una cantidad de un agente de iARN que produce algiin efecto local o sistémico deseado a
una razén beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento. E1 ARNi empleado en los
métodos de la presente invencion puede ser administrado en una cantidad suficiente para
producir una razon beneficio/riesgo aplicable a tal tratamiento.

La "cantidad terapéuticamente eficaz recomendada de un factor de reemplazo" y la
"cantidad terapéuticamente eficaz recomendada de un agente de derivacion" son las dosis de
factor de reemplazo o agente de derivacion, respectivamente, suficientes para generar trombina y
resolver una hemorragia y/o suficientes para lograr una nivel maximo de factor plasmatico en un
sujeto que tiene una hemorragia seglin lo dispuesto por la Federacion Mundial de Hemofilia
(véase, p. €j., Srivastava, et al. “Guidelines for the Management of Hemofilia”, Hemophilia Epub
6 de julio de 2012; DOI: 10.1111/5. 1365-2516.2012.02909.x; prospecto del producto ADVATE
(Factor Antihemofilico (Recombinante)); 11/2016; y prospecto del producto BeneFIX (Factor de
Coagulacion IX (Recombinante); 11/2011. El contenido completo de cada una de las anteriores
se incorpora a la presente memoria como referencia.

Por ejemplo, la dosis recomendada de factor de reemplazo o agente de derivacion para un
sujeto que tiene una hemorragia menor es la dosis suficiente para alcanzar un nivel méximo de
Factor VIII en plasma de aproximadamente 10-40 UI/dL; la dosis recomendada de factor de
reemplazo o agente de derivacion para un sujeto que tiene una hemorragia moderada es la dosis
suficiente para alcanzar un nivel maximo de Factor VIII en plasma de aproximadamente 30-60
UI/dL; la dosis recomendada de factor de reemplazo o agente de derivacion para un sujeto que
tiene una hemorragia importante es la dosis suficiente para alcanzar un nivel maximo de Factor
VIII en plasma de aproximadamente 60-100 UI/dL; la dosis recomendada de factor de reemplazo
o agente de derivacion para un sujeto perioperatoriamente es la dosis suficiente para alcanzar un
nivel maximo de Factor VIII en plasma de aproximadamente 30-60 UI/dL (véanse, p. ¢j., las
Tablas 1y 2 del prospecto de producto ADVATE (Factor Antihemofilico (Recombinante));
11/2016).

La dosis recomendada de factor de reemplazo o agente de derivacion para un sujeto que
tiene una hemorragia leve es la dosis suficiente para alcanzar un nivel maximo de Factor IX en
plasma de aproximadamente 10-30 UI/dL; la dosis recomendada de factor de reemplazo o agente

de derivacion para un sujeto que tiene una hemorragia moderada es la dosis suficiente para
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alcanzar un nivel maximo de Factor IX en plasma de aproximadamente 25-50 UI/dL; la dosis
recomendada de factor de reemplazo o agente de derivacion para un sujeto que tiene una
hemorragia importante es la dosis suficiente para alcanzar un nivel maximo de Factor IX en
plasma de aproximadamente 50-100 UI/dL.

Los métodos y usos de las composiciones farmacéuticas de la invencion generalmente
incluyen administrar a un sujeto que tiene una enfermedad asociada a Serpincl, p. €j., un
trastorno hemorragico, p. ¢j., una hemofilia (por ejemplo, hemofilia A, hemofilia B o hemofilia
C) una composicion de la invencion. En algunos aspectos de la invencion, los métodos incluyen
adicionalmente administrar al sujeto un agente terapéutico adicional.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona métodos para prevenir al
menos un sintoma en un sujeto que tiene un trastorno que se beneficiaria de la reduccion en la
expresion de Serpincl, p. €j., un trastorno hemorragico, p. €j., una hemofilia. Los métodos
incluyen administrar al sujeto, p. €j., un ser humano, una composicion farmacéutica de la
invencion que comprende una dosis profilacticamente eficaz, p. ej., una dosis fija de
aproximadamente 25 a aproximadamente 100 mg, p. ¢j., una dosis fija de aproximadamente 80
mg, del agente de ARNi, p. ¢j., ARNdh, de la invencion, previniendo asi al menos un sintoma en
el sujeto que tiene un trastorno que se beneficiaria de la reduccion en la expresion de Serpincl.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para tratar a un sujeto que
tiene un trastorno que se beneficiaria de la reduccion en la expresion de Serpincl, p. €j., un
trastorno hemorragico, p. €j., una hemofilia, que incluyen administrar al sujeto, p. €j., un ser
humano, una composicion de la invencion que comprende una dosis terapéuticamente eficaz, p.
ej., una dosis fija de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 100 mg, p. €j., una dosis fija
de aproximadamente 80 mg, de un agente de ARNI1 dirigido a un gen de Serpincl o una
composicion farmacéutica que comprende un ARNi agente dirigido a un gen de Serpincl,
tratando asi al sujeto que tiene un trastorno que se beneficiaria de la reduccion en la expresion de
Serpincl.

En ciertas realizaciones, los métodos terapéuticos y profilacticos de la invencion incluyen
administrar al sujeto una composicion farmacéutica que comprende un agente de ARNi de la
invencion, p. €j., en una cantidad que reduce la actividad de Serpinc] en el sujeto en
aproximadamente un 75% o mas, y un factor de reemplazo o un agente de derivacion en una
cantidad terapéuticamente eficaz que se reduce en comparacion con la cantidad terapéuticamente
eficaz recomendada del factor de reemplazo o agente de derivacion, p. ej., recomendado por la
Federacion Mundial de Hemofilia (véase, p. ej., Srivastava, et al. “Guidelines for the
Management of Hemophilia”, Hemophilia Epub 6 de julio de 2012; DOI:10.1111/.1365-
2516.2012.02909.x) y/o la Administracion de Alimentos y Medicamentos ((véase, p. €j.,
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prospecto de producto ADVATE (Factor Antihemofilico (Recombinante)); 11/2016; prospecto
de producto BeneFIX (de Factor de Coagulacion IX (Recombinante); 11/2011) (p. ¢j., una
cantidad suficiente para generar trombina y resolver una hemorragia (formar un coagulo). El
contenido completo de cada una de las anteriores se incorpora a la presente memoria como
referencia.

Los factores de sustitucion adecuados incluyen Factor VIII, p. ej., Advate, Eloctate,
Hemate, Helixate, Immunate, Octanate, Recombinate, y Refacto, o Factor IX, p. ¢j., Aimafix,
Benefix, Immunine, y Refacto. Los agentes de derivacion adecuados para su uso en los métodos
de la invencidn incluyen concentrados de complejo de protrombina activado (aPCC), p. ej.,
FEIBA y Prothromplex, y factor VIla recombinante (rFVIIa), p. ej., NovoSeven.

El factor de reemplazo puede ser Factor VIII y la cantidad terapéuticamente eficaz del
factor de reemplazo administrada al sujeto en los métodos de la invencidn es una dosis suficiente
para alcanzar un nivel maximo de Factor VIII en plasma de aproximadamente 10-100 UI/dL, p.
ej., aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
aproximadamente 100 UI/dL.

Por ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz de factor de reemplazo de Factor VIII
administrada al sujeto puede ser menos de aproximadamente 200 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 190 Ul/kg, o menos de aproximadamente 180 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 170 Ul./kg, o menos de aproximadamente 160 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 150 Ul/kg, o menos de aproximadamente 140 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 130 Ul/kg, o menos de aproximadamente 120 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 110 Ul/kg, o menos de aproximadamente 100 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 90 Ul/kg, o menos de aproximadamente 80 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 70 Ul/kg, o menos de aproximadamente 60 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 50 Ul/kg, o menos de aproximadamente 40 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 30 Ul/kg, o menos de aproximadamente 20 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 10 Ul/kg. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz de Factor
VIII administrada al sujeto es de aproximadamente una vez y media a aproximadamente cinco
veces menor que la cantidad eficaz recomendada del factor de reemplazo, tal como una dosis de
aproximadamente 5 a aproximadamente 20 Ul’kg o de aproximadamente 10 a aproximadamente
20 Ul/kg, p. €j., 5, 10, 15 0 20 Ul/kg. En una realizacion, el episodio de sangrado es un evento de
sangrado moderado. En otra realizacion, el evento de sangrado es un evento de sangrado
importante.

El factor de reemplazo puede ser Factor IX y la cantidad terapéuticamente eficaz del

factor de reemplazo administrada al sujeto en los métodos de la invencion es una dosis suficiente
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para alcanzar un nivel maximo de Factor IX en plasma de aproximadamente 10-100 UI/dL, p.
ej., aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
aproximadamente 100 UI/dL.

Por ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz de factor de reemplazo del factor IX
puede ser menos de aproximadamente 200 Ul/kg, o menos de aproximadamente 190 Ul/kg, o
menos de aproximadamente 180 Ul/kg, o menos de aproximadamente 170 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 160 Ul/kg, o menos de aproximadamente 150 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 140 Ul/kg, o menos de aproximadamente 130 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 120 Ul/kg, o menos de aproximadamente 110 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 100 Ul/kg, o menos de aproximadamente 90 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 80 Ul/kg, o menos de aproximadamente 70 UIl/kg, o menos de
aproximadamente 60 Ul/kg, o menos de aproximadamente 50 Ul/kg, o menos de
aproximadamente 40 Ul/kg, o menos de aproximadamente 30 Ul/kg, o menos de

aproximadamente 20 Ul/kg, o menos de aproximadamente 10 Ul/kg. En una realizacion, la

cantidad terapéuticamente eficaz de Factor IX administrada al sujeto es de aproximadamente dos

veces a aproximadamente seis veces menor que la cantidad eficaz recomendada de factor de

reemplazo, p. €j., una dosis de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 Ul/kg o de

aproximadamente 20 a aproximadamente 30 Ul/kg, p. ¢j., aproximadamente 10, 15, 20, 25 o 30
Ul/kg. En una realizacion, el episodio de sangrado es un evento de sangrado moderado. En otra
realizacion, el evento de sangrado es un evento de sangrado importante.

El agente de derivacion puede ser aPCC y la cantidad terapéuticamente eficaz del agente

de derivacion administrada al sujeto en los métodos de la invencion es una dosis suficiente para
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generar trombina y resolver una hemorragia.

Por ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz del agente de derivacion aPCC puede
ser menos de aproximadamente 100 U/kg, o menos de aproximadamente 90 U/kg, o menos de
aproximadamente 80 U/kg, o menos de aproximadamente 70 U/kg, o menos de
aproximadamente 60 U/kg, o menos de aproximadamente 50 U/kg, o menos de
aproximadamente 40 U/kg, o menos de aproximadamente 30 U/kg, o menos de
aproximadamente 20 U/kg, o menos de aproximadamente 10 U /kg. En una realizacion, la
cantidad terapéuticamente eficaz de aPCC administrada al sujeto es de aproximadamente dos
veces a aproximadamente tres veces menor que la cantidad eficaz recomendada del factor de
reemplazo, p. €j., una dosis de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 U/kg, tal como,
aproximadamente 30, 35, 40, 45 6 50 U/kg. En una realizacion, el evento de sangrado es un
evento de sangrado moderado. En otra realizacion, el evento de sangrado es un evento de

sangrado importante.
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El agente de derivacion puede ser rFVIla y la cantidad terapéuticamente eficaz del agente
de derivacion administrada al sujeto en los métodos de la invencion es una dosis suficiente para
generar trombina y resolver una hemorragia.

Por ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz del agente de derivacion rFVlIla es
menos de aproximadamente 120 pg/kg, o menos de aproximadamente 110 pg/kg, o menos de
aproximadamente 100 pg/kg, o menos de aproximadamente 90 pg/kg, o menos de
aproximadamente 80 pg/kg, o menos de aproximadamente 70 pg/kg, o menos de
aproximadamente 60 pg/kg, o menos de aproximadamente 50 pg/kg, o menos de
aproximadamente 40 pg/kg, o menos de aproximadamente 30 pg/kg, o menos de
aproximadamente 20 pg/kg. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz de rFVIla
administrada al sujeto es aproximadamente dos veces menor que la cantidad eficaz recomendada
del factor de reemplazo, p. €j., una dosis de aproximadamente 45 pg/kg. En una realizacion, el
evento de sangrado es un evento de sangrado moderado. En otra realizacidn, el evento de
sangrado es un evento de sangrado importante.

En alguna realizacion, una composicion farmacéutica que comprende el agente de
ARN(dh se administra a un sujeto a una dosis fija. Una "dosis fija" (p. €j., una dosis en mg)
significa que se utiliza una dosis de un agente de ARNi para todos los sujetos
independientemente de cualquier factor especifico relacionado con el sujeto, tal como el peso. En
una realizacioén concreta, una dosis fija de un agente de ARNi de la invencion se basa en un peso
o edad predeterminados.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende el agente de ARNi
se administra a una dosis fija de entre aproximadamente 25 mg y aproximadamente 100 mg, p.
€j., entre aproximadamente 25 mg y aproximadamente 95 mg, entre aproximadamente 25 mg y
aproximadamente 90 mg, entre aproximadamente 25 mg y aproximadamente 85 mg, entre
aproximadamente 25 mg y aproximadamente 80 mg, entre aproximadamente 25 mgy
aproximadamente 75 mg, entre aproximadamente 25 mg y aproximadamente 70 mg, entre
aproximadamente 25 mg y aproximadamente 65 mg, entre aproximadamente 25 mg y
aproximadamente 60 mg, entre aproximadamente 25 mg y aproximadamente 50 mg, entre
aproximadamente 50 mg y aproximadamente 100 mg, entre aproximadamente 50 mg y
aproximadamente 95 mg, entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 90 mg, entre
aproximadamente 50 mg y aproximadamente 85 mg, entre aproximadamente 50 mg y
aproximadamente 80 mg, entre aproximadamente 30 mg y aproximadamente 100 mg, entre
aproximadamente 30 mg y aproximadamente 90 mg, entre aproximadamente 30 mgy
aproximadamente 80 mg, entre aproximadamente 40 mg y aproximadamente 100 mg, entre

aproximadamente 40 mg y aproximadamente 90 mg, entre aproximadamente 40 mg y
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aproximadamente 80 mg, entre aproximadamente 60 mg y aproximadamente 100 mg, entre
aproximadamente 60 mg y aproximadamente 90 mg, entre aproximadamente 25 mgy
aproximadamente 55 mg, entre aproximadamente 30 mg y aproximadamente 95 mg, entre
aproximadamente 30 mg y aproximadamente 85 mg, entre aproximadamente 30 mg y
aproximadamente 75 mg, entre aproximadamente 30 mg y aproximadamente 65 mg, entre
aproximadamente 30 mg y aproximadamente 55 mg, entre aproximadamente 40 mg y
aproximadamente 95 mg, entre aproximadamente 40 mg y aproximadamente 85 mg, entre
aproximadamente entre aproximadamente 40 mg y aproximadamente 75 mg, entre
aproximadamente 40 mg y aproximadamente 65 mg, entre aproximadamente 40 mg y
aproximadamente 55 mg, o entre aproximadamente 45 mg y aproximadamente 95 mg.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende el agente de ARNi
se administra a una dosis fija de aproximadamente 25 mg, aproximadamente 30 mg,
aproximadamente 35 mg, aproximadamente 40 mg, aproximadamente 45 mg, aproximadamente
50 mg, aproximadamente 55 mg, aproximadamente 60 mg, aproximadamente 65 mg,
aproximadamente 70 mg, aproximadamente 75 mg, aproximadamente 80 mg, aproximadamente
85 mg, aproximadamente 90 mg, aproximadamente 95 mg o aproximadamente 100 mg.

En una realizacion, el agente de iARN se administra al sujeto a una dosis fija de
aproximadamente 100 mg.

En una realizacion, el agente de IARN se administra al sujeto en una dosis que reduce la
actividad de Serpincl en aproximadamente 75% o mas.

Una composicion farmacéutica que comprende el agente de ARNi se puede administrar a
un sujeto como una o mas dosis.

Una composicion farmacéutica que comprende el ARNi se puede administrar al sujeto
aproximadamente una vez al mes, aproximadamente una vez cada cinco semanas,
aproximadamente una vez cada seis semanas, aproximadamente una vez cada 2 meses o una vez
al trimestre.

En algunas realizaciones, una dosis unica de las composiciones farmacéuticas puede ser
de larga duracion, de modo que las dosis posteriores se administran a intervalos de no mas de 1,
2,3,4,5,6,7u 8 semanas. En algunas realizaciones de la invencion, una sola dosis de las
composiciones farmacéuticas de la invencion se administra una vez al mes. En una realizacion, la
dosis fija del agente de iARN es adecuada para la administracion al sujeto una vez al mes, tal
como una dosis fija de 80 mg una vez al mes.

Los métodos y usos de la invencion incluyen administrar una composicion descrita en la
presente memoria de manera que la expresion del gen de Serpincl diana se reduzca, por ejemplo

en aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
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24,25,26,27,28,29, 30,31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76,77, 78,79, o aproximadamente 80 dias. En una realizacion, la expresion del gen de Serpincl
diana se reduce durante un periodo prolongado, p. ¢j., al menos aproximadamente siete dias o
mas, p. €j., aproximadamente una semana, dos semanas, tres semanas, aproximadamente cuatro
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 2 meses,
aproximadamente un trimestre, 0 mas.

La reduccion de la expresion génica se puede evaluar mediante cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede determinar una reduccion en la expresion de
Serpincl determinando el nivel de expresion de ARNm de Serpincl utilizando métodos
rutinarios para un experto en la técnica, p. ¢j., transferencia Northern, qRT-PCR, determinando
el nivel de proteina de Serpinc] utilizando métodos rutinarios para un experto en la técnica, tal
como transferencia Western, técnicas inmunoldgicas y/o determinando una actividad biologica
de Serpincl, tal como afectando a una o mas moléculas asociadas con el mecanismo de
coagulacion de la sangre celular (o en un entorno in vivo, la propia coagulacion de la sangre). En
una realizacion, el tiempo de generacion de trombina, el tiempo de formacion de coagulos y/o el
tiempo de coagulacion se determinan para evaluar la expresion de Serpincl utilizando, p. €j.,
analisis de Tromboelastometria ROTEM® de sangre completa.

La administracién del ARNdh segtin los métodos y usos de la invencion puede dar como
resultado en una reduccion de la gravedad, signos, sintomas y/o marcadores de tales
enfermedades o trastornos en un paciente con una enfermedad asociada a Serpincl. Por
"reduccion" en este contexto se entiende una disminucion estadisticamente significativa en tal
nivel. La reduccion puede ser, p. €j., de al menos aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%., 60%, 65%, 70%, 75%., 80%, 85%, 90%, 95% o
aproximadamente 100%.

La eficacia del tratamiento o la prevencion de la enfermedad se puede evaluar, p. €j.,
midiendo la progresion de la enfermedad, la remision de la enfermedad, 1a gravedad de los
sintomas, la frecuencia de las hemorragias, la reduccion del dolor, la calidad de vida, la dosis de
un fairmaco necesaria para mantener el efecto del tratamiento, el nivel de un marcador de
enfermedad o cualquier otro parametro medible apropiado para una enfermedad determinada que
se esté tratando o a la se dirija a la prevencion. Esta dentro de la capacidad de un experto en la
técnica controlar la eficacia del tratamiento o la prevencion midiendo cualquiera de tales
pardmetros, o cualquier combinacion de parametros. Por ejemplo, la eficacia del tratamiento de
un trastorno hemorrégico se puede evaluar, p. €j., mediante el seguimiento periodico de los

niveles de trombina:antitrombina. Las comparaciones de las lecturas posteriores con las lecturas
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iniciales proporcionan al facultativo una indicacion de si el tratamiento es eficaz. Esta dentro de
la capacidad de un experto en la técnica controlar la eficacia del tratamiento o la prevencion
midiendo cualquiera de tales parametros, o cualquier combinacion de pardmetros. Con relacion a
la administracién de un ARNi dirigido a Serpincl o composicion farmacéutica del mismo,
"eficaz contra" un trastorno hemorragico indica que la administracién de una manera
clinicamente apropiada da como resultado un efecto beneficioso para al menos una fraccion
estadisticamente significativa de pacientes, tal como una mejora de los sintomas, una cura, una
reduccion de la enfermedad, una extension de vida, mejora en la calidad de vida u otro efecto
generalmente reconocido como positivo por médicos familiarizados con el tratamiento de
trastornos hemorragicos y las causas relacionadas.

Un tratamiento o efecto preventivo son evidentes cuando hay una mejora
estadisticamente significativa en uno o mas parametros del estado de la enfermedad, o cuando no
empeoran o no desarrollan sintomas donde de otro modo se esperarian. Como ejemplo, un
cambio favorable de al menos 10% en un parametro medible de la enfermedad, y
preferiblemente al menos 20%, 30%, 40%, 50% o mas puede ser indicativo de un tratamiento
eficaz. La eficacia para un farmaco de ARNi dado o una formulacion de ese farmaco también se
puede juzgar utilizando un modelo animal experimental para la enfermedad dada como se
conoce en la técnica. Cuando se utiliza un modelo animal experimental, la eficacia del
tratamiento se evidencia cuando se observa una reduccion estadisticamente significativa en un
marcador o sintoma.

Alternativamente, la eficacia se puede medir mediante una reduccion en la gravedad de la
enfermedad segun lo determine un experto en la técnica del diagnostico basandose en una escala
de clasificacion de gravedad de la enfermedad clinicamente aceptada. Cualquier cambio positivo
que dé como resultado, p. €j., una disminucion de la gravedad de la enfermedad medida
utilizando la escala apropiada, representa un tratamiento adecuado utilizando un ARNi o
formulacion de ARNi como se describe en la presente memoria.

La invencion proporciona adicionalmente métodos y usos para el uso de un ARNi o un
composicion farmacéutica del mismo, p. €j., para tratar a un sujeto que se beneficiaria de la
reduccion y/o inhibicion de la expresion de Serpincl, p. €j., un sujeto que tiene un trastorno
hemorragico, combinados con otros productos farmacéuticos y/u otros métodos terapéuticos, p.
ej., con productos farmacéuticos conocidos y/o métodos terapéuticos conocidos, tales como por
ejemplo los que se emplean actualmente para el tratamiento de estos trastornos.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un ARNi dirigido a Serpincl se administra
combinado, p. €j., con un agente Util en el tratamiento de un trastorno hemorragico como se

describe en otra parte de la presente memoria. Por ejemplo, terapias adicionales y métodos
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terapéuticos adecuados para tratar a un sujeto que se beneficiaria de la reduccion de la expresion
de Serpincl, p. ¢j., un sujeto que tiene un trastorno hemorragico, incluyen plasma fresco
congelado (FFP); FVIla recombinante; FIX recombinante; concentrados de FXI; concentrados de
FVIII que contienen vWF inactivados por virus; terapia de desensibilizacion que puede incluir
grandes dosis de FVIII o FIX, junto con esteroides o inmunoglobulina (IVIG) por via
intravenosa y ciclofosfamida; plasmaféresis junto con inmunosupresion e infusion de FVIII o
FIX, con o sin terapia antifibrinolitica; induccion de tolerancia inmunitaria (ITI), con o sin
terapia inmunosupresora (p. €j., ciclofosfamida, prednisona y/o anti-CD20); acetato de
desmopresina [DDAVP]; antifibrinoliticos, tal como 4cido aminocaproico y 4cido tranexdamico;
concentrado de complejo de protrombina activado (PCC); agentes antihemofilicos;
corticosteroides; agentes inmunosupresores; y estrogenos.

El ARNi y un agente terapéutico y/o tratamiento adicional se pueden administrar al
mismo tiempo y/o en la misma combinacion, p. €j., por via parenteral, o el agente terapéutico
adicional se puede administrar como parte de una composicion separada o en momentos

separados y/o por otro método conocido en la técnica o descrito en la presente memoria.

VI.  Recipientes de la invencion

La presente invencion también proporciona recipientes, tales como viales, jeringas,
boligrafos autoinyectores o dispositivos de administracion sin aguja, que comprenden una
composicion farmacéutica de la invencion.

En una realizacion, las composiciones de la invencion se pueden utilizar para
autoadministracion utilizando, p. €j., una jeringa precargada o un dispositivo de inyeccion
automatico.

En una realizacion, un recipiente que comprende una composicion farmacéutica de la
invencion es un vial. El vial puede incluir de aproximadamente 0,5 mL a aproximadamente 2,0
mL de la composicion farmacéutica. En una realizacion, el vial comprende aproximadamente 0,8
mL de la composicién farmacéutica. En una realizacion, el vial es un vial 2R (es decir, un vial de
inyeccion de 2 mL) que comprende una dosis Unica de la composicion farmacéutica. En una
realizacion, el vial 2R comprende aproximadamente 0,80 mL (p. ¢j., de aproximadamente 0,96 a
aproximadamente 1,05 mL) de una composicion farmacéutica de la invencion que comprende
una dosis Unica de 80 mg de la composicion.

En una realizacion, un recipiente de la invencion comprende una jeringa, tal como una
jeringa precargada. En una realizacion, la jeringa precargada incluye una caracteristica de
seguridad de prevencion de lesiones por puncion con aguja (PFS-S). Las jeringas adecuadas

pueden ser jeringas de 1 mL o jeringas de 3 mL e incluir una aguja 29 G o una aguja 30 G. En
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una realizacion, la jeringa es una jeringa de vidrio de un solo uso de 3 mL con una aguja 29 G o
30 G. En una realizacion, la jeringa precargada comprende aproximadamente 0,80 mL (p. ¢j.,
aproximadamente 0,84 mL o de 0,8 a 0,84 mL) de una composicion farmacéutica de la invencion
que comprende una dosis tnica de 80 mg de la composicion.

Una jeringa precargada ilustrativa de la invencion puede incluir una jeringa, tal como una
BD Neopak con una aguja de 29G X 1/2”; protector de aguja rigido (RNS); un émbolo, tal como
un émbolo BD 4023 con revestimiento de FluroTec; un sistema de seguridad, tal como BD
UltraSafelm Plus; un vastago del émbolo, tal como BD UltraSafe' Passive Plunger Rod; y una

brida de dedo, tal como BD UltraSaferm Passive Add-on Finger.

VII. Kits de la invencion

La presente invencidén también proporciona kits que comprenden una composicion
farmacéutica. Tales kits incluyen uno o mas viales o una o mas jeringas precargadas que
comprenden una composicion farmacéutica de la invencion e instrucciones de uso, p. €j.,
instrucciones para administrar una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz de uno o
varios agentes de iARN. Los kits pueden comprender adicionalmente de manera opcional medios
para administrar el agente de iIARN (p. ¢j., un dispositivo de inyeccion), o medios para medir la
inhibicion de Serpincl (p. €j., medios para medir la inhibicion de ARNm de Serpincl, proteina
de Serpincl y/o actividad de Serpincl). Tales medios para medir la inhibicion de Serpincl
pueden comprender un medio para obtener una muestra de un sujeto, tal como, p. €j., una
muestra de plasma. Los kits de la invencion pueden comprender adicionalmente de manera
opcionalmente medios para determinar la cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente
eficaz.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en
la presente memoria tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto en
la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque se pueden utilizar métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la practica o prueba de los
ARN1 y los métodos presentados en la invencion, a continuacion, se describen métodos y
materiales adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras
referencias mencionadas en la presente memoria se incorporan a la presente memoria como
referencia en su totalidad. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son meramente
ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se

deben interpretar como limitantes. El contenido de todas las referencias, patentes y solicitudes de
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patente publicadas citadas a lo largo de esta solicitud, asi como las Figuras, se incorporan aqui

como referencia.

EJEMPLOS

Tabla 1: Abreviaturas de mondmeros de nucleotidos utilizados en la representacion de
secuencias de acidos nucleicos. Se entendera que estos mondmeros, cuando estan presentes en un

oligonucledtido, estdn mutuamente conectados por enlaces 5'-3'-fosfodiéster.

Abreviatura Nucleotido o nucledtidos

A Adenosina-3’-fosfato

Af 2’-fluoroadenosina-3’-fosfato

Afs 2’-fluoroadenosina-3’-fosforotioato
As adenosina-3’-fosforotioato

C citidina-3’-fosfato

Cf 2’-fluorocitidina-3’-fosfato

Cfs 2’-fluorocitidina-3’-fosforotioato

Cs citidina-3’-fosforotioato

G guanosina-3’-fosfato

Gf 2’-fluoroguanosina-3’-fosfato

Gfs 2’-fluoroguanosina-3’-fosforotioato
Gs guanosina-3’-fosforotioato

T 5’-metiluridina-3’-fosfato

Tf 2’-fluoro-5-metiluridina-3’-fosfato
Tfs 2’-fluoro-5-metiluridina-3’-fosforotioato
Ts 5-metiluridina-3’-fosforotioato

U Uridina-3’-fosfato

uf 2’-fluorouridina-3’-fosfato

Ufs 2’-fluorouridina -3’-fosforotioato

Us uridina -3’-fosforotioato

N Cualquier nucleétido (G, A, C, T o U)
a 2'-O-metiladenosina-3’-fosfato

as 2'-O-metiladenosina-3’- fosforotioato
c 2'-O-metilcitidina-3’-fosfato

cs 2'-O-metilcitidina-3’- fosforotioato
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Abreviatura Nucleotido o nucledtidos

g 2'-O-metilguanosina-3’-fosfato

gs 2'-O-metilguanosina-3’- fosforotioato

t 2’-O-metil-5-metiluridina-3’-fosfato

ts 2’-O-metil-5-metiluridina-3’-fosforotioato

u 2'-O-metiluridina-3’-fosfato

us 2'-O-metiluridina-3’-fosforotioato

S enlace fosforotioato

L96 N-[tris(GalNAc-alquil)-amidodecanoil)]-4-hidroxiprolinol
Hyp-(GalNAc-alquil)3

Ejemplo 1: Producto farmacologico de Fitusiran

El producto farmacoldgico de Fitusiran (Fitusiran) es una solucion estéril que contiene
100 mg/mL de fitusiran (equivalente a 106 mg/mL de fitusiran sddico) en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) 5 mM para la administracion subcutanea. El producto
farmacoldgico se suministra comercialmente en forma de una solucion de 0,8 mL en un vial de
vidrio 2R Tipo I con un tapén de caucho butilico recubierto de teflon y precintos de desgarro
central. El producto farmacoldgico no contiene conservantes y estd destinado a un solo uso.

La composicion del producto farmacoldgico de fitusirdn se resume en la Tabla 2.

Tabla 2: Composicion del Producto Farmacologico de Fitusiran

Componente, grado Concentracion | Por vial Funcién
(mg/mL) (mg)*

fitusiran (GMPc) 100 80 Ingrediente Activo
PBS: Sal Tampén
Monochidrato de Fosfato Monosadico 0.0885 0.0708
(BP, USP)
Heptahidrato de Fosfato Disédico 1.169 0.9352 Sal Tampon
(USP)

2 Sal Tampon
Cloruro sodico (Ph. Eur_, BP, JP, 4.909 39772
USP)
Apua para Inyectables (Ph. Eur., USP) Diluvente

C.s. cs.

? El hidréxido de sodio (USP, Ph. Eur.) y el 4cido fosforico (USP, Ph. Eur.) se utilizan solo si es
necesario ajustar el pH para un lote en particular. Abreviaturas: PBS = Solucion Tamponada con
Fosfato; BP = Farmacopea Britanica; Ph. Eur. = Farmacopea europea; USP = Farmacopea de

Estados Unidos; cs = cantidad suficiente
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La estructura quimica de Fitusiran, que se muestra a continuacion, se representa mediante
una férmula estructural expandida que muestra la cadena principal de fosfato. Las bases
implicadas en la formacion de pares de bases estan conectadas con una linea de puntos. La
estructura de 1.96, el ligando que contiene GalNAc y el conector que conjuga el ligando con el

5  extremo 3’ de la hebra efectora también se presenta a continuacion. Las férmulas moleculares y
las masas del duplex y las dos hebras sencillas (AD-116858, hebra efectora; A-116861, hebra

antisentido) del duplex de Fitusiran (AD-57213) también se proporcionan en la Tabla siguiente.

Formula estructural expandida de fitusiran
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Férmula molecular y masa molecular

Fitusiran A-116858 A-116861
{Daplex) {Hebra efectora) (Hebra antisentido)
Formul ml?ﬁu'ar CazHasFaiNisNasOansPsSs CagsHazaF eMasMan TheaParSz CazHasrFsMaoMazzOnasP5s
sal de sodio
F-::-rm_ul; m_:llecular CaaoHersFaNyrs0maP s CassHinoF 12NgsO16ePS2 CozsHogeF aMegOhasPSa
acido libre
Peso molecular 57 167 £ g
<al de sodio 7193 Da 9,035 Da B.159Da
Peso molecuiar 16,248 Da 8,573 Da 7675 Da
acido libre

Ejemplo 2: Desarrollo de 1a Formulacion de Fitusiran

10 La formulacion de fitusiran fue disefiada para la administracion subcutanea. Las
formulaciones disefiadas para la administracién subcutanea no deben ser demasiado 4cidas ni
demasiado alcalinas para evitar el riesgo de una mayor irritacién e incompatibilidad quimica.

Con la debida consideracion de la tonicidad, el pH y la viscosidad, la formulacion fue disefiada
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para ser lo mas fisioldgica posible. El pH de las soluciones acuosas del producto farmacolégico
de fitusiran a 100 mg/mL varia de 5,0 a 6,8. La presencia de contraiones de sodio con
fosfodiéster anidnico aporta una cierta osmolalidad que depende de la concentracion de la
solucion acuosa. En la formulacion diana de 100 mg/mL de sustancia farmacologica, los
contraiones dan lugar a una solucion de aproximadamente 118 mOsm/kg. Para mantener la
isotonicidad y la capacidad amortiguadora del producto farmacologico, la sustancia
farmacoldgica se disolvid en una solucion salina tamponada con fosfato 5 mM (NaH2PO4 0,64
mM, Na2HPO4 4,36 mM, NaCl 84 mM).

La formulacién del producto farmacoldgico descrita anteriormente tiene las siguientes
propiedades fisicoquimicas: pH de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2; Osmolalidad
de aproximadamente 300 mOsm/kg; y una Densidad de aproximadamente 1,038 g/mL.

La fabricacion del producto farmacoldgico de Fitusiran consistio en disolver la cantidad
requerida del producto farmacolédgico de fitusirdn en polvo (liofilizado) en solucion salina
tamponada con fosfato 5 mM y ajustar el pH con hidréxido de sodio o acido fosfoérico a
aproximadamente 7,0, seguido de filtracion y carga estériles.

El producto farmacoldgico utilizado en el desarrollo temprano, incluidos los estudios no
clinicos y clinicos de Fase 1/2, se suministré como una solucién de 100 mg/mL (fitusirdn sédico)
en una cantidad nominal de 0,5 mL por vial. El producto farmacoldgico que se utiliza en el
estudio de Fase 3 y que se destina a la produccion comercial se suministra como 100 mg/mL
(acido libre de fitusiran, equivalente a 106 mg/mL de fitusirdn so6dico) en una cantidad nominal
de 0,8 mL por vial. La siguiente tabla resume las diferencias en las formulaciones del producto

farmacoldgico de Fitusiran.

Lote de Producto Escala de Concentracion Volumen de Carga
Farmacoléico Fabricacion [mg/mL] [mL]
(L]
Desarrollo y lotes Aproximadamente 1,5 | 100 (fitusiran sodico) 0,5
clinicos equivalente a 94 (acido
(Fase 1y 2) libre de fitusiran)
Lotes clinicos para Fase 3 | Aproximadamente 1,5 | 100 (acido libre de 0,8
(fabricante AMRI) fitusiran)

equivalente a 106
(fitusirdn sodico)

Lotes clinicos para Fase 3 | Aproximadamente 5,0 | 100 (acido libre de 0,8
(fabricante Vetter fitusiran)
Pharma) equivalente a 106

(fitusiran sodico)

Ejemplo 3: Analisis Analiticos del Producto Farmacolégico de Fitusiran
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Se realizaron varias evaluaciones analiticas del producto farmacolégico Fitusiran para

demostrar que el farmaco era fisica y quimicamente estable.

Apariencia

El producto farmacologico de fitusiran se examiné visualmente para determinar el color,
la homogeneidad y la materia particulada contra un fondo de color blanco y negro bajo una
iluminacion uniforme difusa.

La prueba de apariencia para el producto farmacologico de fitusiran se realizé con la
misma prueba visual en diferentes lotes y los resultados cumplieron con la especificacion de

"solucion clara, de incolora a color amarillo palido, esencialmente libre de materia particulada".

Identidad por Tiempo de Retencion del Duplex

El producto farmacoldgico de fitusiran se analizé mediante IP RP-HPLC no
desnaturalizante junto con un patron de referencia de fitusiran y el tiempo de retencion del
duplex de la muestra se comparo6 con el del patron de referencia. Todos los lotes de productos
farmacologicos de fitusiran fabricados hasta la fecha cumplieron con la especificacion de
“tiempo de retencion compatible con el del patron de referencia”, lo que confirma su identidad

como duplex de ARNip reasociado.

Ensayo del Producto Farmacoldgico de Fitusiran mediante UV

Se utilizé el método de absorbancia UV para la determinacion del ensayo (mg/mL) de
fitusiran en el producto farmacoldgico de fitusiran. La absorbancia de un farmaco
adecuadamente diluido en solucion salina al 0,9% se mide con un espectrofotometro UV a 260
nm.

C=(AxFxM)/(e xb),

donde A es la absorbancia medida, F es el factor de dilucién, b es la longitud de la
trayectoria de la celda (1 cm), € es la absortividad molar del patron de referencia del duplex, M
es el peso molecular y C es la concentracion (mg/mL). Para tener en cuenta la pureza del duplex,
el resultado del ensayo de fitusiran para un producto farmacoldgico determinado se corrige por
su factor de pureza (multiplicado por (drea de HPLC IP-RP no desnaturalizante -%)/100).

El Ensayo del producto farmacologico de fitusiran (mg/mL) se determind a partir de
espectrofotometria UV y se corrigié la pureza del duplex del método IP RP-HPLC no
desnaturalizante y los resultados son referidos sobre la base de la concentracion de la forma H
(acido libre) del duplex. Todos los resultados estuvieron dentro de los limites de especificacion

de 90 a 110 mg/mL (medidos como forma de acido libre), con un valor de ensayo medio de
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101,5 mg/mL y una desviacion tipica de 3,4%. Los resultados mostraron una buena

comparabilidad entre los valores de ensayo de todos los lotes de fitusiran probados.

pH del Producto Farmacologico de Fitusiran

El pH del producto farmacolégico de fitusirdn se midi6 directamente. Se observé que los
resultados comparativos de pH para los lotes de productos farmacologicos de fitusiran eran un
pH de 7,1 con una desviacion tipica de 0,0. Todos los resultados cumplieron con la
especificacion actual de 6,0 a 8,0 para el pH del producto farmacoldgico de fitusiran. El analisis
de los datos de pH para los lotes de productos farmacoldgicos de fitusirdn indicé un alto grado de

comparabilidad entre los lotes de fitusiran.

Osmolalidad del Producto Farmacoldgico de Fitusiran

La osmolalidad del producto farmacolédgico de fitusirdn se basa en el principio de
depresion del punto de congelacion. La osmolalidad fue referida como valor en mOsm/kg. Dado
que la formulacién tiene concentraciones de sal fijas del duplex de tampoén de fosfato de sodio y
fitusiran, los valores de osmolalidad observados mostraron s6lo un intervalo estrecho. Los
resultados de osmolalidad para los lotes del producto farmacoldgico de fitusiran variaron de 297-
310 (mOsm/kg), una media de 304 mOsm/kg y una desviacion tipica de 5,3%. Todos los
resultados estuvieron dentro de la especificacion de 240-390 mOsm/kg para la osmolalidad del

producto farmacolégico de fitusiran.

Materia Particulada en el Producto Farmacoldgico de Fitusiran

El producto farmacologico de Fitusiran se analiz6 para determinar el nimero de
particulas sub-visibles por recipiente mediante el método de oscurecimiento de la luz y los
resultados fueron referidos en el niimero total de particulas (=10 um y >25 pm) por recipiente.
Para particulas >10 um en el producto farmacologico de fitusiran, el intervalo observado fue de
aproximadamente 29-588 particulas (=10 um), una media de aproximadamente 188 particulas y
una desviacion tipica de 268,2%. Todos los resultados estuvieron dentro de la especificacion de
no mas de 6.000 por recipiente de producto farmacologico de fitusiran.

Para particulas >25 um, el intervalo observado fue de aproximadamente 0-46 particulas,
una media de aproximadamente 13 particulas y una desviacion tipica de 22,4%. Todos los
resultados estuvieron dentro de la especificacion de NMT 600 por recipiente de producto

farmacologico de fitusiran.

Volumen en el Recipiente para el Producto Farmacologico de Fitusiran
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El volumen de los recipientes que comprenden el producto farmacologico de fitusiran se
midi6 con un limite de especificacion establecido en no menos de (NLT) 0,8 mL. El volumen en
los recipientes observado en los diferentes lotes de producto farmacoldgico de fitusiran mostrod
un buen grado de comparabilidad entre los lotes de producto farmacologico de fitusiran con una

desviacion tipica de 0,0.

Endotoxinas Bacterianas y Esterilidad en Lotes de Productos Farmacologicos de Fitusiran
Todos los lotes del producto farmacologico de fitusiran cumplieron con los criterios de

prueba de seguridad microbiana para endotoxinas bacterianas (no mas de (NMT) 100 unidades

de endotoxina (UE)/mL), lo que demuestra un control adecuado para el proceso del producto

farmacologico de Fitusiran y su perfil de seguridad microbiana.

Pureza del Duplex mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Fase Inversa por
Apareamiento 1onico No Desnaturalizante (IP RP-HPLC)

La IP RP-HPLC no desnaturalizante resuelve el diplex de cualquier hebra unica residual.
La pureza por porcentaje de area del diplex se determina mediante este método. La identidad de
la sustancia farmacoldgica en el producto farmacologico de fitusiran se establecio mediante un
tiempo de retencion compatible con el del patron de referencia del diplex.

Se utilizo el método de IPRP-HPLC no desnaturalizante para la identificacion de las
hebras sencillas constitutivas, hebras efectoras y antisentido en el producto farmacologico en
tandem con espectrometria de masas (ESI-MS). Puesto que el pico del duplex se resolvié a partir
de la hebra unica residual, se determin6 la pureza del duplex mediante este método. En la Figura
1 se muestra un cromatograma IP RP representativo del producto farmacoldgico de fitusiran.

Fase estacionaria: columna Waters XBridge C8 2.1 x 50, tamafio de particula de 2,5 pm.
Fase movil A: 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) 95 mM, trietilamina (TEA) 16
mM, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 uM en agua.

Fase movil B: metanol al 100% con EDTA 5 uM.

Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.

Temperatura de la columna: 15°C

Gradiente:
Tiempo (min) | % A | % B

Inicial 80 20

1,00 80 20
15,25 35 65
15,75 20 80
16,75 20 80
17,00 80 20
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| 2400 | 80 | 20 |

Deteccion: UV a 260 nm y MS en modo de iones negativos de 700 a 2700 Da

Preparacion de la muestra: La muestra se prepar6 en 1X PBS a una concentracion de ~ 0,1
mg/mL para productos intermedios de hebra sencilla y 0,2 mg/mL para la sustancia
farmacologica duplex (fitusiran).

El volumen de inyeccion es de 20 pL.

Limites de deteccion: Se utilizo el Soporte Logico de Cromatografia para integrar e
informar sobre todos los picos > a 0,05% de area.

Célculo de la pureza: El % de area del pico del duplex principal se calculé mediante
soporte logico de cromatografia y fue referido como pureza del diplex. También se informé
sobre el % de area de hebra sencilla residual y otras impurezas.

Identidad: La identidad de las hebras sencillas constitutivas, efectoras y antisentido
presentes bajo el mismo pico del duplex, se establecido mediante el peso molecular determinado a
partir de la desconvolucion de los espectros del pico del diplex mediante espectrometria de
masas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) utilizando soporte 16gico de cromatografia.

El perfil no desnaturalizante del producto farmacoldgico de fitusiran mediante [P RP-
HPLC no desnaturalizante confirmo la presencia del producto farmacologico en su forma duplex.
La pureza del duplex indico el porcentaje de ARNip diplex reasociado en el producto
farmacoldgico de fitusiran. Para los lotes de productos farmacoldgicos incluidos en este estudio,
los valores de pureza del duplex estaban en el intervalo de aproximadamente 98,9 a 99,5% de
area. El analisis de los datos arrojé una pureza media (n = 4) de aproximadamente el 99,2% con
una desviacion tipica de aproximadamente 0,3% y mostrd que los valores de pureza del duplex
eran compatibles y similares entre si para todos los lotes de productos farmacoldgicos de

fitusirdn comparados en este informe.

Impurezas Totales mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Fase Inversa por
Emparejamiento Ionico No desnaturalizante (IP RP-HPLC)

Las impurezas no diplex (no reasociadas) mediante [P RP-HPLC no desnaturalizante
fueron referidas como la suma de todos los picos (no daplex) >0,050% de area. Se observé que
los resultados para las impurezas totales mediante IP RP-HPLC no desnaturalizante estaban
dentro de 2% y cumplian con la especificacion de NMT 10,0% de area para todos los lotes de
producto farmacolégico de fitusiran incluidos en este estudio. El valor medio (n = 4) para las
impurezas totales mediante [P RP-HPLC no desnaturalizante fue de 0,85% con una desviacion

tipica de 0,3%. En general, los resultados mostraron que los lotes de producto farmacolédgico de
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fitusirdn examinados en este informe tenian perfiles muy similares en términos de impurezas

tanto especificadas (hebras sencillas) como no especificadas.

Pureza mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Intercambio Anionico
Desnaturalizante (AX-HPLC)

Para determinar la pureza de las hebras sencillas en el producto farmacolégico, se realizd
un analisis mediante AX-HPLC desnaturalizante.

La presencia de multiples picos para la hebra antisentido se debio a los diasteredmeros de
fosforotioato. En la Figura 2 se muestra un cromatograma de AX-HPLC representativo del
producto farmacologico de fitusiran.

Fase estacionaria: columna Dionex DNA Pac PA200, 4 x 250 mm

Fase movil A: Fosfato de Sodio 20 mM, ACN al 10%, pH 11

Fase movil B: Fosfato de Sodio 20 mM, NaBr 1 M, ACN al 10%, pH 11

Gradiente:

Tiempo (min) | % A | % B
Inicial 65 35
26,00 36,5 | 63,5
27,00 0 100
29,00 0 100
30,00 65 35
35,00 65 35

Limites de deteccion: Se utilizo el Soporte Logico de cromatografia para integrar e
informar sobre todos los picos > a 0,05% de area

Célculo de la pureza: El % de area de cada uno de los picos principales (efectora y
antisentido) se calculdé mediante soporte 16gico de cromatografia y la suma del % de area de las
hebras efectora y antisentido fue referido como pureza. La suma del % de area de impurezas por
encima de 0,050% de area fue referida como impurezas totales.

Identidad: La identidad de una sola hebra se confirmé comparando los tiempos de
retencion de la muestra de prueba con los del patron de referencia correspondiente.

La AX-HPLC desnaturaliza el diplex de Fitusiran para formar las hebras sencillas
efectora y antisentido constitutivas. La pureza por porcentaje de area de las hebras sencillas se
determino mediante este método.

El método de AX-HPLC desnaturalizante mide la pureza de las hebras sencillas
individuales que comprenden el diplex de fitusiran. La suma de los porcentajes de area de hebras
sencillas representa la pureza desnaturalizante del producto farmacolédgico de fitusiran. El

analisis de la suma del % de area de las hebras efectora y antisentido para los lotes de fitusiran en
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este estudio arrojé un valor medio (n =4) de 94,2% de &rea con una desviacion tipica de 0,8%.
Todos los resultados de los lotes representativos de producto farmacolédgico de fitusirdn
cumplieron con la especificacion de NLT 85,0% de érea e indicaron resultados de pureza

comparables en general para el producto farmacologico de fitusiran.

Impurezas Totales Mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Intercambio Anionico
Desnaturalizante (AX-HPLC)

El andlisis de los datos arroja un valor medio (n = 4) de 5,6% para la suma de todas las
impurezas NLT de 0,050% de area con una desviacion tipica de 0,7%. Los resultados muestran
que el valor total de impurezas para los lotes de fitusiran incluidos en este informe es compatible

y comparable.

Pureza Mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Fase Inversa por Apareamiento
Ionico Desnaturalizante (IP RP-HPLC)

La IP RP-HPLC desnaturaliza el duplex de Fitusiran para formar las hebras sencillas
efectora y antisentido constitutivas. La pureza por porcentaje de area de las hebras sencillas se
determina mediante este método.

El método de IP RP-HPLC desnaturalizante es ortogonal respecto a AX-HPLC y mide la
pureza de las hebras sencillas individuales que comprenden el duplex de fitusiran en el producto
farmacologico. La suma de los porcentajes de area de hebras sencillas representa la pureza
mediante [P RP-HPLC desnaturalizante del producto farmacolédgico de fitusiran.

También se realiz6 un analisis mediante [P RP-HPLC desnaturalizante para determinar la
pureza de las hebras sencillas en el producto farmacologico.

Fase estacionaria: columna Waters XBridge C18 (OST o XP) 2,1 x 50, tamafio de
particula de 2,5 um. Fase movil A: 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) 550 mM,
trimetilamina (TEA) 13 mM y 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 M en agua:metanol
90:10.

Fase movil B: metanol al 100%

Velocidad de flujo: 0,40 mL/min.

Temperatura de la columna: 80°C

Gradiente:
Tiempo (min) | % A | % B
Inicial 94 6
2,0 94 6
35,0 82,5 | 17,5
40,0 56,5 | 43,5
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40,5 30 70
42,5 30 70
43,0 94 6
49,0 94 6

Deteccion: UV a 260 nm y MS en modo de iones negativos de 700 a 2700 Da

Preparacion de la muestra: La muestra se prepar6 en 1X PBS a una concentracion de ~0,1
mg/mL para productos intermedios de hebra sencilla y 0,2 mg/mL para la sustancia
farmacologica duplex (fitusiran).

El volumen de inyeccion fue de 25 pl.

Limites de deteccion: Se utilizo el Soporte Logico de Cromatografia para integrar e
informar sobre todos los picos > a 0,05% de area.

Célculo de la pureza: El % de area del pico duplex principal se calculdo mediante soporte
logico de cromatografia y fue referido como pureza del duplex. También se informé sobre el %
de area de hebra sencilla residual y otras impurezas.

En la Figura 3 se muestra un perfil cromatografico representativo de IP RP-HPLC
desnaturalizante del producto farmacolédgico de fitusiran.

El analisis de la suma del % de area de las hebras efectora y antisentido para los lotes de
fitusiran en este estudio arrojé un valor medio (n = 4) de 88,7% de 4rea con una desviacion tipica
de 1,4%. Todos los resultados para los lotes de producto farmacologico de fitusirdn cumplieron
con la especificacion de NLT 80,0% de area y mostraron, dentro de la variabilidad analitica,

resultados de pureza comparables para los lotes de productos farmacologicos de fitusiran.

Impurezas totales mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Fase Inversa por
Apareamiento Ionico Desnaturalizante (IP RP-HPLC)

El analisis de los datos arroja un valor medio (n = 4) de 11,0% para la suma de todas las
impurezas NLT 0,050% de area con una desviacion tipica de 1,5%. Los resultados muestran que
el valor total de impurezas para todos los lotes de fitusiran incluidos en este informe es

compatible y comparable.

Ejemplo 4: Sistema de Cierre de Recipientes y Compatibilidad del Producto Farmacologico
de Fitusiran

El sistema de cierre de recipientes para el producto farmacologico de fitusiran se eligio
para proteger el producto estéril de la contaminacién microbioldgica. Los viales se esterilizan y
se someten a despirogenacion mediante calor seco a >300°C durante >5 minutos. Los precintos

de caucho butilico se esterilizan en autoclave a 121-125°C durante >60 minutos. Los tapones de
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caucho butilico se esterilizan con vapor en autoclave a través de un ciclo validado. Todos los
componentes son elementos convencionales para productos parenterales. Los estudios de
estabilidad del producto farmacolédgico de fitusiran se llevan a cabo utilizando el producto
farmacologico almacenado en un sistema de cierre de recipiente idéntico.

Fitusiran esta formulado para inyeccion subcutanea. En funcion de las dosis calculadas
estimadas que se deban administrar, se utilizaran jeringas de 1 mL o 3 mL. Se probaron dos tipos
de jeringas, una con material de construccion de policarbonato y el segundo con material de
construccion de polipropileno, para verificar su compatibilidad con fitusiran. El producto
farmacoldgico, 100 mg/mL cargado en los viales, se introdujo en las jeringas. Un juego de
jeringas cargadas se incubd a 25°C durante 8 h y otro juego de jeringas cargadas se incub6 a 2-
8°C durante 48 h junto con los controles. Después de la incubacion, el producto farmacologico se
probd para determinar el ensayo y la pureza mediante AX-HPLC y se compar6 con el producto
farmacologico introducido en los viales. No hubo diferencia entre el producto farmacoldgico de
control y el producto farmacologico incubado en los dos tipos de jeringas en términos de lo
informado en la etiqueta y la pureza, indicando compatibilidad de fitusirdn con los dispositivos

de inyeccion deseados como se muestra mas abajo en la Tabla 3.

Tabla 3: Datos de Compatibilidad

Descripcion | Material de Tiempo de Temperatura | Ensayo AX-HPLC
Construccion Incubacion (°C) (mgmL)" | pyreza
(hr) (% drea)
Control envial . | NA TO 2-8 99.2 89.6
Jeringa 1 mL policarbonato 8 25 100 898
Jeringa 3 mL polipropilenc 8 25 a9.7 896
Jeringa 1 mL policarbonato 43 2-8 98.2 8938
Jeringa 3 mL polipropileno 48 2-8 987 897
Control envial | NA 48 2-8 904 897

Abreviaturas: AX-HPLC = cromatografia liquida de alta resolucién de intercambio anidnico; NA = no

aplicable; Control en vial = producto farmacologico de fitusiran en los viales destinados al estudio

clinico.

' En el momento de este estudio, los valores de ensayo se expresaron en fitusiran sodio

También se evalud el uso de agujas de calibre mas grande (orificio mas estrecho) para
extraer y dispensar el producto farmacolédgico sin diluir, con las jeringas de los mismos
materiales de construccidon que se muestran en la Tabla 3. Se analizaron dos tipos de jeringas y

dos velocidades de dispensacion. Los resultados se muestran en la Tabla 4 y demuestran que la
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integridad del producto farmacoldgico de fitusirdn permanece intacta cuando se utiliza con

agujas 29 0 30 G.

Tabla 4: Datos de Compatibilidad Adicionales

IP RP-HPLC
No desnaturalizante AX-HPLC
Ensavo, Suma de Suma de Yoarea para
. .. _ Pureza duplex, | impurezas hebras efectoras v
Descripcién mgmL o Aren 20,050 %drea | anfisentido
Control en vial 99.3 08.7 13 89.0
Jeringa Luer-L ok M 100.4
dispensacion lenta 98.7 13 889
907
Jeringa Luer-Lok ™
dispensacion rapida 98.7 1.2 89.0
Jeringa de insulina, | 99.2
dispensacion lenta 98.7 1.3 88.8
Jeringa de insulina, | 99.8
dispensacion rapida 98.7 13 89.0

Abreviaturas: AX-HPLC = cromatografia liquida de alta resolucién de intercambio aniénico; Control en

vial = producto farmacologico de fitusiran en los viales destinados al estudio clinico.

Ejemplo 5: Analisis de Estabilidad de Almacenamiento del Producto Farmacologico de
Fitusiran

Los datos de estabilidad de almacenamiento del producto farmacolégico de fitusiran se
recopilaron en las condiciones de almacenamiento recomendadas de 2-8°C y en una o mas
condiciones aceleradas. Los estudios de estabilidad fueron disefiados de acuerdo con la
Conferencia Internacional sobre Armonizacion de Requisitos Técnicos para el Registro de
Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) Directriz Q1A (R2) y las muestras se
almacenaron en un recipiente con cierre idéntico al utilizado para el almacenamiento de material
clinico (es decir, vial de vidrio Tipo I de 2 mL de la USP con tapon de caucho butilico revestido

de Teflon). Los datos de estabilidad se recopilaron como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Protocolo de Estabilidad para el Producto Farmacologico de Fitusiran
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Tiempo de almacenamiento (meses)
Atributo Criterios de Aceptacién

0 1 |3 |6 |9]12|18|24]|36

Solucién de incolora a amarillo
palido, clara esencialmente S SA |SA|[SA|S|S|S|s|s

Apariencia ! . B
libre de materia particulada

I[PRP-HPLC no desnaturalizante
de pureza

Diiplex NLT 90.0 9 area S | SA |SA|SA[S|S|s|s|s
NMT 5.0 % area
Informe suma de % area (X.X)
Impurezas de picos de todos los picos
>0,050 % area

Hebras sencillas

AX-HPLC desnaturalizante

de pureza NLT 85.0 9 area S SA |SA|SA|S|S|S|S ]S
Hebras sencillas totales Informe ;umadde i’/n area (X.X)
Impurezas de picos de todos los picos
P >0,050 % area
IPRP-HPLC desnaturalizante
de pureza NLT 80.0 % area S SA |SA|SA|S|S|S|sSs|S
Hebras sencillas totales Informe suma de % area (0,0)
Impurezas de picos de todos los picos
>0,050 % area
Ensayo 90 a 110 mg/mL S SA |SA|SA|S|S|S|S|S
Osmolalidad 240-390 mg/mL S SA |SA|SA |S | ¢ S|S|S
pPH 6.0-8.0 S SA |SA|SA|S|S|S|S|S
Materia Particulada
> 10 um NMT 6.000 por recipiente S A S S| S
> 25 um NMT 600 por recipiente
Endotoxinas bacterianas NMT 100 UE/mL S A S S|S
- Conforme a la farmacopea .
Esterilidad actual : S A
Integridad cierre recipiente Sin evidencia de entradade tinte S S|S

S — ‘Ensayo realizado para muestras almacenadas a 2-8°C, y 25 + 2°C / 60 = 5% de HR
A —'Ensayo realizado para muestras almacenadas a 40 £ 2°C /75 = 5% de HR
Abreviaturas: AX-HPLC =HPLC de Intercambio Anionico; IPRP-HPL= HPLC de fase inversa por Apareamiento Ionico

La estabilidad del producto farmacoldgico de fitusiran se evalu6 para determinar las
tendencias utilizando los siguientes procedimientos analiticos: apariencia visual, ensayo
mediante espectrofotometria UV, pH, osmolalidad, pureza del duplex mediante [PRP-HPLC no
desnaturalizante y pureza de hebra sencilla medida mediante dos métodos ortogonales: pureza
mediante AX HPLC desnaturalizante, y pureza mediante IPRP-HPLC desnaturalizante.

Con el fin de dilucidar adicionalmente la estabilidad térmica del producto farmacologico,
varios estudios de estabilidad incluyeron una evaluacion a largo plazo del farmaco a 25°C/60%
de HR, asi como un estudio de envejecimiento acelerado de 6 meses realizado a 40°C/75% de
RH. Los datos adicionales (es decir, mas alla de 6 meses a 25°C/60% de HR, y todos los datos
recopilados a 40°C/75% de HR) se recopilaron para evaluar la idoneidad del fa&rmaco para el
almacenamiento a largo plazo en condiciones climaticas de la Zona II de ICH.

Los datos de estabilidad de almacenamiento para tres lotes representativos del producto
farmacologico de Fitusiran (P02314, P02715 y P07916) se proporcionan en las Tablas 6-14 y se
resumen a continuacion.

En las condiciones de almacenamiento recomendadas de 2-8°C, se han recopilado hasta

36 meses de datos de estabilidad para el producto farmacoldgico de fitusiran. No se han
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identificado cambios significativos para ningin parametro durante el almacenamiento a 2-8°C, lo
que indica que estas condiciones son adecuadas para el almacenamiento a largo plazo del
farmaco. Ademas, no se han observado cambios significativos durante el almacenamiento a
25°C/60% RH, o incluso durante el almacenamiento a 40°C/75% de RH. Sobre esta base, y una
evaluacion de la idoneidad del farmaco para el almacenamiento a largo plazo en las condiciones
climaticas de la Zona II de la ICH (es decir, 25°C/60% de HR), se ha asignado una vida util de
36 meses al producto farmacologico de fitusiran almacenado a 2-8°C, y se confirmo
adicionalmente mediante datos adicionales recopilados desde el momento de la ultima

actualizacion.

78



€0l 86 £ 86 00l 16 101 001 Twlw L] & 06 (AN Upaio6qe) oAaeu]
932 957 () = 599 S0| sop
S0 56 Vel 68 V8 601 gl Lol 2 vz 5, 29 ewns 2 2wt s s o
Ges 168 bG8 706 706 £ee CE 188 . ek
gy Ger 41 81 ey Yy glv gLy Eﬁ..ﬂm_ .
6 0¥ AL Lot £ Viy Loy L6t oy (232 95) SKep 3p o)
((swezmineusap) NN O1dH dud|lezang
S I I T B I A B B et scand
9t Lo Llb 26 £b L't6 L06 606 2p BaR 0, 3P PWNS 3P ULy S0 Sepouss SegRH
cos 608 616 605 (4. LOS cer Ley Opguasiy BGRH
LEY gty gy 3 LEY 9ty o Ay (B2 o) stiep 2p auucu| B3 BigRH
(Seziineusap) \N J1dH Xy e2ang
€32 9457 < oo S0] S0Py
£0 00 70 €0 ¥0 70 90 ¥ 3D B 04 3P BWNS 3D SO sezandu|
g0 80 90 ¥0 70 £0 7o ¥o (B2 9j) S0P =p Awac| SRS SeiRH
((swezRimEussp ou
[4:) 42 1 'ob 42 | 66 1 66 286 [4:3 €22 % 006 LN AN JdH dYdl) *#enp 2p ezaing
EpenoLEd BuSRW 30 gy
SuBWEDUSSS BEpR ‘opged
esey eseg esey Esey esey esey esey esey OfuRWR B RI0I00W 3P UOONOG (lersin uooadsw) eusuedy
sasaw Sasalu sasaw | Sesaw s3jRIu
o L4 8L ZL SS9l § | S9SAW 9| S9SIW ¢ | sopeynsay
odwal | uoioejdade ap soua) eganid ap ojuswal3
[EJ[UE/\ | 0JUSIWEUAJEWIE |3 U UDIDBJUSLIQ
NefT0G* “D]U3WEUSJEW|E SAUCIDIPUOD
HWY ‘ajueaiigey 1e1A -auai/aiuaidinay
100 -2)0| ouewe | )
vi€zod 0] N w/Bw g3 - 3iqeroahul ered uoron|os - uensnyi4 :00160100eWIE} 0)ONPOIG

PLEZ0 10| 18P D5 & oze|d obue| e pepiigels] - g ejge|

79



OPENSISP ON = QN ‘OPEWE.IDOIO ON = SN . SBIMEABIQY

ESEd ESEd SN Esed SN SN SN Bsed HUIGUOT pepguas3
1§ SN SN SN SN SN SN 0! TW/3N 001 LAN SeUeLReq SeuDioiopuy
[ SN SN SN SN SN SN 0 awaidoal 10d 009 LWN wr 7=
08 SN SN SN SN SN SN ¥4 auadoal jod 0009 LN wrl |
(<B8./> dSN) epemosed euaeyy
¢6¢ [4:74 160 18C 6C 474 06 [4:74 (BywsQu) SCIED 3P UL (<GR/> dSN 'GETT "3 Yd) PepEOwWs)
¥l 69 69 89 69 69 0L 69 SOIED 3P SUMO| (<16/> dSN €TT "3 Yd) Hd
sasaw Sasaw sasaw | Sesaw SI[ERIul
ac vz 8L ZL S9S9lll 6 | SISAW 9| Sasaw ¢ | sopeynsay
odwar] uoioeydase ap souau eganid ap ojuawa|3
’ |EDIPE/, | ZOJUSIWEUAIBWIE [3 U3 UOIDBIUILIQD
DefF0uG* “0JUBIWEUAJBWIE SAUOIDIPUOD
WY ‘Bjuesiqey [eIA -auaieuaidiney
101 -9)0| ouBLWE] -omBo
yLEZ0d :210] “WnN w/Bw oo - a1qeydaku; ered uoldnjos - uensny 4 -02100j0JewWIE) 01ONPOId

(uoroenunuo)) vLEZ0 19] [P DS € ozeld obie| e pepijgels] - g ejge|

80



101 001 66 66 001 16 10l 00l TuBWL] B (6 (AN voeosge) ohesug
. _ . _ . . . . 3= 957 () < S0 50f S0pCR 2urdu
08l 56 vel Ve 98 68 i L0 | peae o op ewns ap sy s soprns sors
9Ge 868 LG8 ¢ 06 C06 06 08 8] oo
gy 98y 1Sk ey L6k 18y ol gly 2 exen
Bl 4t G6E A4 iy Siy V'6E Eoy (a5 95) SaHRp 39 Suwap) s
f(awezpireusap) AN O1dH dHd|) ezaing
67 g 61 oy LS 61 91 69 eas 947’0 < 500 50{ S0pCH sezainadu]
96 066 96 g 1'e6 976 906 506 3p 03 Op P BUINS 3 S| SO0 SEPOUSS SegRH
Gos L5 ¥is 018 L0S L6y 9gy Ly OpsUaSIy BieH
bew e AL gEr if3] 4] 44 A4 (B2 96) soim=p 2w BOR%3 BRH
(aeziineusap) AN O1dH XY e2ang
ea® 9507 < 500 50 S0P}
£0 00 00 £0 ¥0 <0 90 ] 30 BT 9 2D BWNS 3D S| sezaancu|
g0 80 80 vo &0 70 ¥0 ¥0 (e 9p) SCEp 2p Ao Sepouss seigRH
((swezireusap ou
423 45 42 £66 L 66 066 8'86 4] B2 % (06 LIN AN IdH JYd|) X=0np ap ezaing
EpENOLEd PUSEW 3D gy
SusuRuSss Rep ‘oped
esey esey esed esey sy esey esey esed OUBLE E BJO00U 3P LODAOG (ersi uosoadsu) eduuedy’
sasall Sasall sasawl Sasall sajeiaul
9¢ vz 8L ZL SasalW | S9saw g| sasal ¢ | sopeynsay
odwai] uoioejdase ap souaju) eganid ap ojuswa|3
[EJIU3/ | -OJUBILUEUIIELLIE |8 U3 UOIDEIUALIQ
HY %5+%030.£+0.62+ -0JUBIUEUAJBILIE S3UOIIPUDD
HWY ‘Auealqey 1e1n -auaijEuaidiney
10 ‘aj0| ouewe | 02160
yLe70d aj0] "wny Jw/Bw g} - ajqe1sakur ered uoionjos - uensniiy 2021b0j02e1LIE) 01INPOId

P1£20d 2101 13P ¥H 3P %05/0,5Z @ 0z2|d obue] @ pepiiqejs3 - £ Bjqe

81



OpEDSISP ON = (JN ‘OPEWRIDOIA ON = SN : SBIMBINAIQY

Es8d Eted SN ESEd SN SN SN EtEd SUGUOT pEpRSs]
92 SN SN SN SN SN SN 0L W/3N 001 LAN SEVRUSLOR] SRUO0DN S
0 SN SN SN SN SN SN 0 swaidoal Jod 003 LWN wrl gz=
06 SN SN SN SN SN SN Iz awaidoal Jod 000’9 LWN wrl )2

(<gR/> dSN)  eperoved euzeyy
6 174 76 [4:74 962 £6 162 [ (BywsQuw) SOIED 3D WG| |(<GR)>dSN 'GEZZ M3 Ud) PepIEowsQ
0l 89 69 69 69 69 69 69 SCiep 3p auuqu| (<16/> dSN €T T "3 Ud) Hd
Sasall Soasall sasalw Sasall S3(R121U)
o9g L4 gL i S9S9lU f | S9S9W 9| SBSAW ¢ | sopeynsay
odwai] uoioeldade ap souajd) eqanud ap ojuawai3
|[EQIYS/, | OJUSIUBUIIEWIE [ US UOIDBIUSLD
HY %C7% 0807060+ -0]UBIWEBUAIELW|E SAUOIJIPUOD
THAV -ajueIqey 1BIA EITETRIENTET EESY
101 0| oyewe | .
yLcZ0d 2)0] ‘wnN Jw/Bw pg} - aiqejsadul ered uoianjos - uensn)i4 :02160j00euLIE} 0}ONPOIY

(uonenueuod) #1£Z0d 210/ 18P HH 3P %06/0.6Z € ozejd obue| e pepijigejs3 - 2 ejge |

82



opewe.iboid opN = SN SeIMEAITY

SN ESEd BQuog CED WES]
£t &N 0l TWAN 001 LAN SEURLe] SeUD(DioDU g
0 SN 0 awadoal sod 003 LAN wri Gz2
0z SN 1z awadoal Jod 000'9 LINN wrl 0|2

{<gg/>dSN) eperoned euzey
Gol [4:74 [£T4 (Bxywsuw) SOED 3P UL (<GB/> dSN 'GETT "3 'Ud) pepeeowsO
89 69 69 STIED 3D suuUoU| (<1pf>dSN €T 3 Yd) hd
16 0oL 001 TuBwW L] 06 (/AN wosu0sge) o.amw_._m_.
08 dl Lol 2 95070 < S0 S0 S0y sezaindw|
0le gog 1'ge 3 BB OF 3p BWNG 3p o SHED SEpREs sRGEH
o6y Y1 gy {ea® o) SOEP 3p SuLcu] DpRuESIaY BIRH
Viy b et Eov BODHT BGEH
=% %0061 {(mzRarwusa0) AN OTdH d¥dI) B2aing
89 gl 69 Sezandw|
¥e6 806 606 222 957 < S0 SOf Sopay SIE0L SEPOUIS SENRH
£06 I8y I8y 8p BaR 95 Sp EWNS 5P SuLou| OpESIUY BARH
(wezyearEus3p) AN J1dH Xy B2aing
70 L0 70 232 952 = 509 s0; S0008 sezanow|
0 ¥0 70 2D B2 9 3D PWNS 20 Sug| sepouss seigey
(222 94) Somp 2p Suua) ((swvezyeineusap ou
66 886 4" B2 % (006 1IN AN OTdH dud) x=8np ep ezang
EpenoLed BUSEW 3D Y SMIWEDUSSS
ESEd ESEd Esed BiED 'OpIEd OJUELE B BIOOJU 30 UODNCS (RNsA woRoadsu) BouswRdY
sasalll 9 53salll ¢ sa[eia|ul sopeyjnsay
odwai] uoideydade ap souR)u) eqanid ap ojuawal3
|EJIUG/, | -OJUINUEUAJEWIE |3 U3 UDIJEIUSLI()
HY %G=%G)/eg+-0F* “0JUSIWIEUSIEE SaUOIIPU0D
WY ‘auednqgey eI “au@ualdiney
101 -3j0| ouewe | )
$1£70d :2)0] “wnN Juw/bw gg} - ajqeisakui ered uoion|os - uensn)i4 -02160j00eULIE) 0)INPOIG

¥1£20d 2)0| epesajsoe pepljiqejs3 - g ejqe |

83



L0L 201 o 001 001 IT; 9% elN &5 bWl e 06 (AN vou0sge) oesu3
vElL 06 L 6 16 X g0l Lol €0l I
91 706 08 168 106 68 99 188 199 P EEE G sp s s e SR8 SEPOUSS SeiRH
L'sy Ly L9 1 06y 08y 08y gy Ly OpguIstUY BaGRH
688 1A €0y Ziy Viy gy g0y GOy 0Ly (222 95 SORp 2p o] B33 BRH
({wezminzusap) AN D1dH dudl) B2ang
Ba® 94LN7 N < Sood
99 A 09 69 LS &Y £y 67 95 | o m%m m_u ewrs hg....ﬂ:a_ Sezainau]
v 96 676 | 26 £€6 67 06 06 66 SO Sepouss SR
26y 08 005 £6y 66 g0s 806 80§ 008 OpsueSIaY BiH
9Ty ey (Y45 gy vey L'y Vv A1 BEY (eam 04) soEp 3p Aumcw| 0033 BRH
(swmzRinevsap) AN J7dH XY Bzaing
=Y n = sood
€0 £0 60 aN aN aN aN aN £0 ﬁhm _m. mﬂ swns H_ sah_ Sezandu|
(] G0 90 60 80 L0 80 60 0 (easR 04) S0P ap S| SEPSS SePH
([SmZRireussp Ou
166 166 G96 166 766 £66 766 166 766 B2 % (06 LIN AN JdH duidl) *aenp 3 ezang
=a W FLSUEDUESS
esed esed esed esed esed EsEd esed esed BSBd  [opeed o-u.h_._“u RIOOOU 3D S%___”_M (Rrsin wooacsy) eouauRdy
Sasall sasall Sasall Sasall Sasall Sasall Sasall salu EETEET
9 14 8} 4} 6 9 £ b |sopeynsay
odwal | |  uoioeydasce ap souajud eganid ap ojuawal3
OpLISAU| O EEERETENRETE)
D0.£%0.G+|  OJUBWEUAIEUW|E SAUOIJIPUOD
IHAWY ‘ajueaniqey L7, -auRpEuaIdiney
1% :3j0| ouewe |
GL1Z0d 0] ‘wnN JuiBw gol - ajgedakul ered uoian|os - uensny4 -02160j02ewe) 0)ONpOId

§1.20d 10| [2p 0,5 & oze|d ob.e| e pepijiqels3 - 6 ejqe ]

84



eqanid e OPE2WOS ON = I N ‘OPERSRP ON = (N ‘opewebosd ON = SN SEIMENIQY

SLOEEQ [HNY UOREINSID 25830 e

85

SN ESE4 SN ESEd SN SN SN SN SN 3 30 BRRLLD 3D BRUSDAG UG S00R S DEDUDE|
EsSEd SN SN SN SN SN SN SN Esed SULOROT) pEpuEsy
IE IE SN T SN SN SN SN 54 3N 001 LN SeuEUSoe] SeUD(CoDU]
0 £ SN 0 SN SN SN SN 14 a0 (08 LN wri 6z=
0l 128 SN 48 SN SN SN SN 05 S04 40 (0009 LN wr g}
(<gg)> 4Sn) Epenoued eusEly
162 16C [4:74 {4 £6C 062 16¢ [T GbL (BypusQu) SOIEP Bp uua|  (<G/> dSN 'GETT "3 Udlepmmows(
69 b9 01 0L 69 69 69 0L 69 SCiep ap awuou| (<16/> SN '£TT 3 Yd) He
S3sall | sasaw | S@S8W | sasaw | sdsaw | sasaw | Sasaw sal sa[RI3IUI
9¢ | (4 8l (4} 6 9 £ b sopeynsay
auly uoioeydade ap soua) eqanid ap ojuawa|3
OpUaAU||  -OJUSNWEUAIBWIE UOIJEIUBLQ’
D«£70:5+| OJUBWEUSIEWIE SBUOIIIPUOD:
IV -aueaLqey 1eIA -anaauaidivay
1L ‘0] ouee |
ShiZod 20| "wnN Jw;bw ol - ajqerzaku ered uoidn|os - ueNSNY 4 -02160j008ULIE) 0)INPOIY

(ugoenupuoo) §12Z0d 10| [3p 0.6 € oze|d obue| e pepi|igels3 - 6 ejqe |




20l 101 25 1oL 001 16 86 IN 66 Twbwl e 08 (AN uoru0sge) odesu3
BaUR 94(Z'() < 500 50| S0Pk
621 06 Gl g6 06 Z6 Zol GoL E0L  |op=am 94 3p ewns 3p suwuou Sezamdw
0Ge 706 9.8 €68 £06 Gee 068 €68 198 S, SEOuRs SRUgRH
09 6l 0Ly %1 174 ey ooy Ly Ly Opguassuy BieH
08¢ Gz 907 0L AL at 8oy g0y 0l | (3= %) sowep 3p auscp) 20033 BgeH
(swezpEareusap) AN O1dH dudliezang
= Sezanduw|
gag 500
"1 Ly 66 1 A £6 ey 6% 95 | mw_wm %M wnnﬁa. u“o_ Eﬂ S STPOURS SRR
87 L't6 (337 (333 £th 916 gve 616 66 . . OpESIY BAOSH
LS 906 gos 419 g6y 605 906 606 0os 240043 BgeH
LTy LEY 6F 8Zv GEy L'ty L 1) BEV | (3@ o) soep Sp susiom (amezyeareusap) AN J1dH XV B2ang
‘n < sood
£0 £0 50 N | e | e | ge | o E0 | cas o oo cuns op susess sezaunou|
92 % 006 LN ((Sezgeineus3p Ou
|66 | 66 686 43 1 66 £66 £66 423 43 AN OTdH ddl) ¥=np sp ezaing
POMOLRY BUFEW 0 g
esed esed ese4 esed esed esed esed gseg Bsed |opewe e eopou ap voonpg (ENSiA LO0adsU) EDuIuRdY
£960W | S969W | S969W | 8980l | saeoll | S9SAW | sasAW SR
9¢ vz 81 4] 6 9 £ S3W | |sopeynsay
oduRI] uoioeydase ap sousluy eganid ap ojuawa|3
OpLIaAU| |-0JUIIUEUAIEIL[E |2 US UDIJEIUBLID
HY %G 75609007047+ | -OJUSIWEUIJBIWIE SAUOIJIPUOT
WV -ajuedaLiqey I®IA auaEuaidinay
¥l 90| ourwe] .
GLIZ0d :330] "wny JuyBw g0y - 2jqeidakui ered uoianjos - uensny4 :02160j00ewey 01onpoid

G1420d 10| [2P YH 8P %09/0,5C © oze|d ofiie| & pepi|iqejs3 - 0} BIgeL

86



GLOEEQ YWY UOEIASSD 35E3A = eQanid B OpEawWos ON = LN 'OPERSap ON = QN ‘opewriboid ON = SN SEIMENSIqY

SN EsEd SN Esed SN SN SN SN &N N Sp EPERD 2P POUSPUAD UG Susidoas aue pepuba)
EsEd SN SN SN SN SN SN SN esed ;0] pepE=s]
4 14 SN Gl SN SN SN SN ¥ TW/3N 001 LN SEURUSORG SEUDICIOpUT
0 0 SN 0 SN SN SN SN Z Fuandoad 04 (09 LN wrl G7=
L ol SN 4 SN SN SN SN 05 auadoas 204 (00'9 LWN we g}
(<pg> dSN) EPEMOLRd BuREy
ol GhT 74 [ 762 £62 162 €62 GhZ  |(Bwsquw) SOl 3D Suugu||(<Gg/> dSN 'GEZ T N3 Ud) pepEowsQ
59 69 69 69 69 69 69 0L 69 SCED 8p suugu (<16/> dSN €TT "3 Yd) Hd
6263l | €382 | €989l | 6963W | sosoW | €983W | €3saW e
9¢ ¥z 8l zZi 6 9 £ S3W | |sopeynsay
odwai] uotoeydade ap soua) eqanid ap 0Juawa|3
OpLISAU| | -OJUSIWEUSIEWIE [@ Ud UDIJEIUSLID:
HY %G6F%09/0.2+ .60+ -01UBIWEUAIBI|E SAUOIJIPUOY
IHNV “AeILge4 T -auaRualdivey
ar -3j0] oyewej )
GLIZ0d :3)0] “winy w;Bw go) - 21qeydakul ered uoldn|os - uensnyi4 -02160j00€wLe} 03ONPOIH

(uoroenunuod) 51220d 2101 19P YH 2P %09/0,5Z & oze|d obe| e pepijigejs - O} e|qel

87



opeweiBosd oN = SN SEIMENITY

Esed SN SN ESEd SUUOUSD pepgsisy
l SN SN ¥ TW3N 00L LN SEURUEIE] SEuOopu ]
} SN SN g awadoal sod (09 LN wn ¢z=
44 SN SN 05 auadoas Jod 000’9 LAN wr |2

(<g/>dSn)  epenosed euzeyy
%6l £6l (4.4 o (BjausQu) SOIED 3D SULIO| (<G@/> dSN 'GEZT 3 YUd) peprepows)
89 89 04 09 SCiED 8P swaoul (<164>dSN ‘€T T *"3 Ud) Hd
16 86 IN 66 Tubui g} | . 06 (A UADACE) 0Ag8e]
]1]8 (1]1]8 Lol €01 2202 94507 '() < S0 S0f S0p0 sezandw|
068 9e0 geg 188 <0 B3R O 30 BWNS D S| SRR SRS SRR
0ty 96y gLy Lly OpsuaSeuy RXRH
0Ly 0Ly L0y Ol (ea2% 945) SIEP 9p Swscyu| B0 3 BEH
(sweziRinEusa) AN D1dH JYd|) Bzaing
gy 06 6¥ 96 B3R 95(2'() < Sond S0q S0p0R sezaincw|
06 91 06 66 30 B3R 9 3D BWNS 230 w0 S3E0 SEPSNES SRGRH
£ls g0s b0s 0os OpsuISuy RigPH
Lty gLy Vi oEv (eam o) SOED 2D UL IR BPH
(FmZErEuss) AN J1dH XY B2ang
aN aN aN €0 232 94(7'() < S0od S0| Sopay sezaunow|
L0 60 60 G0 +0 B2 Of S0 BWNS 30 S| SRS SRAGIH
(e 94) Step Sp swwo| {(swezyeireusap ou
V66 £66 | 66 (4] B2% % 006 LN AN 91dH d¥dl) Xadnp 2p ezangy
EPEMOVE0 BUSRW 3D Y AARDUISI
E%ed esed esed esed :ep ‘opaed OuURWER B 000U 3P LODNOS (Ensn Loosdsu) edusuEdy
sasaWl g sasall sau | S3[eIOIUI SOPEYNEAY
odwal] ugioeydase ap soual) eganud ap ouawa3
[E2ua)| .0JUDILUBUAJIEWIE |2 U2 UOIDEIUALIQ
HY %5+306// g+ s+ -0JUBIWEUIIEWIE SIUDIIPUDD
‘aueILge Ie1A ‘auaiajajuaidioay
‘30| ouewe | .
:2)0] "wnN Juw/Bw oo} - 2jgeidakul ered uoianjos - uensny4 :02160j02euLIR) 0)ONpOIG

§11¢0d @10| [9P EPEIS|SVE PEPIIQEIST - || E|QEL

88



| I L0l L0} 20l 101 L0l 001 001 Jw/woL| © 05 (AN womuosge) ohesug
oLl 0el ¢tl 8 98 4] 60l Bwuu%hﬁmvmuﬁ sezarcw|
0es LR 998 96 16 £00 o889 S0 SepOuUSS SexRH
€9 0% 09 6L | Loy G goy | T % TS A opRaSIY B3H
Ly 90v 9 0% Lty STr gLy 07y | (%% %) Soep s Ra00Y3 B
- (smzRinEusa) AN D1dH dudl)ezaing
Sezandw|
96 96 6 iy 0y LS 1S Ba® 94070 SHRIOL SEPOUES SRGEH
£ Vo g 6o 8% Lo L' 00 50{ SOPQL &P 0025y BG2H
0os Lo vig L06 20g 1 £ D 1 9P DI Snpy B3] BgRH
e £ G btV 0cr "8 7 o (e 0p) SORp Suuom| (awezarsusep) A\ JdH XY Ezang
e %07 0<
g0 L0 80 60 60 80 60 50010 S0 SOpaL #p sezancw|
agosp L0 L0 L0 L0 90 L0 L0 B3 9f 30 EWNS Suucw) SefFOuRS SEGRH
0u BIARRO| (e35% o) SIep Susicp| ((oezpRirseusap ou
| 1 980 986 G'8b G8e L8 Gee B2 9506 LIN AN DdH dd) *3enp 3p ezaing
eperoed Busiew 3p 24
e e esed esed esed ESeg Esed HMEWE B ROMOU 3P U0 (Ensn woroadsu) eousuedy
sasall sasall sasall sasall SasalU sagall £3831U £aW (el
9€ | {4 8l [4] [ 9 £ } sopeynsay
oduwal| uoioeydace ap souaID| eqanid ap ojuaiwag
OpwEAU| | “0JUAWEUAIEWIE [@ U UOIJEIUBLID
0.£30.5+ Z0JURIEUAEWI[E S3UDIDIPU0D
NNV AueaLqey IeIA auaEualdidey
10e -@)jo] ouewe) .
91604 ‘30| wnpy JwyGw ooy - s1qe1akul ered uoianjos - uensny4 -:02160j02ewue} 0)onpold

916204 @10] |2p .S € ozejdobie| e pepiiqeis3 - | e|qe|

89



openaiap oN = ON ‘opeweibosd oN = SN “SEIMBN3ITY

B SN esed SN SN SN SN SN 3w 30 epedus 3p BUSPING 1S awadoal 31580 pepuba
| SN SN SN SN SN SN ESEd SULQuoD pepp=isg
| SN L SN SN SN SN g0 T3 001 LN SEURUS0E] SEUNCIODU]
SN 4 SN SN SN SN ! awadnal Jod (09 LINN wnl Gz=
Eu__mu&_u SN 15 SN SN SN SN 7 |=awswdoai sod 000'9 LAN wr gy =
| (<gg/>dSn)  eperosed euaeyy
a 10€ 80€ B0E 90¢ 90E 80€ 106 |(Bywsow) sorep suua) |(<GRJ> SN 'GEZZ "3 'ud) PEPIEIOWSQ
0L 0L ¥ 0L 0L 0L ¥ SOIEP 3P auuqu| (<16/>dSN ETT "3 ud) He
£383W s3asaw 38 s2%aW sasawW €38 £383W =TI SaelIU]
9€ 4 8l [4] 6 9 £ b sopeynsIy
ETTTT uoiaeldase ap souaL)) eqanid ap ojuawal3
OpLISAU| | -OJUIIWEUIIBWIE |3 U UOIIBIUBLID
D.£70.G+ 0JUIIUEUAIEWIE SAUOIDIPUOD
IHWV -aueauqey [eIA ‘auaioEualdinay
102 -3)0] ouewe | -
916.0d 0| ‘woN JuwyBw gl - 21qe198Aul ered uoian|os - uensny4 -02160jooewiey ojanpoid

(uooenuluEd) 916L0d 210] 18P O, & 0zeidobie| & pepiiqe;s - Z| Blgel

90



_ 10 001 86 0L L0 001 001 Tubw (1] B 06 (AN 90Ri0SGE) oAesug
gl gel 0wl £l Z8 4] 601 wR %07 (< sezandw|
189 0% 958 56 916 6 6508 ..Esa dsu_mn * S3E01 SEPOUSS SEGRH
yor | esv | ssv | eor | 69w | e€ov | 69 7% Op e tu— opRsasIY B3
Xt o Tor T 8Ty L2y 0T (222 95) soep usiop) R0 3 23
(swezieineusaD) AN JdH dudl) ezang
sezandw |
g% LS v £y Iy 9y 1S w® 9070 S0 SRPOUSS SRGIH
£ i o V6o 866 (4" Lo S00I0 S0 SOPCL 2P 0pLuSIY BiGH
105 008 ¥05 L08 805 908 £06 B3R b 9P Rwns Juwow| B0 BIGIH
o L S L 0%y g S (eas 94) Soep uwiop| (swezineusap) AMN D1dH Xy e2ang
_ ) _ _ . _ _ BaE 95070<
auodsp 60 L L0 60 80 80 60 S00d S0} SORCE 2P Sezaindu|
ou R1AERO) L0 L0 Lo Lo 90 L0 ] B2E 04 30 BWnS Sulom| SEpoVESs SRIGEH
. (202 o) SCIEP SUCH| {(awezyeiEusap v
786 g6 986 76 986 986 G86 B3R 9606 1IN AN DT dud|) ¥=0np 3p ezaing
eperoLRd Susiew 30 gy
ESEd esed esed ESEd ESEd BSEd | BSEd  |oguewe e R.000u 3D UODNIOY {Ensun uonosdsu) eousuedy
£a8alU sasall sasall £28all £3s3W sasall £alu SRy
¥ 8l Zl 6 9 £ I SOpE}NEIY
odwal] uoioeydade ap soualug eganid ap ojuswa3
0paaAu| | -0JUBIUEUSIEWE |3 US UOJIEIUSLID
HY %0F3% 09025067+ “0JU3WEUADEW(E SaUO0IdIPU0)
WY BueILIqey IeIA auRpEaIdizey
107 0| ouewe | :
a16/0d :3)0| "wWnN w/Bw ooy - 21gedakur ered uoidnjos - uensny4 :02160j02ewR) 0)2NpPOI

916.0d 210] [9P YH 2P %09/0,5¢ € oze|d ofe| e pepijiqeis3 - €| e|qeL

91



opeERaiap ON = N ‘opeweiboid oN = SN SEInENIqY

T SN esEg N SN SN SN GN S 3D BPRAUS 3D BOUSDING S Suadinal a0 pepubau)
SN SN SN SN SN SN EsEd BUIGUOD peppuetsy
aguodsp SN Le SN SN SN SN 90 TN 001 LAN SEURUSOE] SeUDimopuy
ou einepo) SN 9 SN SN SN SN 1 swadosl Jod 003 LN wrigz=
SN 60Z SN SN SN SN 14 a3l Jod 000’9 LAN wr )
(<gp/>dSn)  Epemosed eusEyy
60t 0LE 0LE 60t 80t 80¢ L0E (Bywsow) soep suug) |(<Gg)/> SN 'GEZT 3 Yd) PepmOwsO
0! 0L 02 0L 0! 0l L'l SCEP 3p SWUO| (<16/>dSN €ZT 3 ud) Hd
sasall | S959W | sasaw | SIsaW sasaly | sasaw sasal saw E3[EiaiU|
L4 8l Zl ] 9 £ I E0pRYNEIY
odwall uoioejdase ap souaju) eganid ap oluawa|3
OpuaAu|| J0JUIIWEBUIIEIWIE |2 UI UDIDEIUALIQ
HY %G67%00 T F0=57+ ~OJUBIWEUIIEW|E S3UOIDIpU0]
e[ -djuedliqe IeIA -auaaualdiday
107 -3j0] ouewe | -
91620d 30| ‘wN Jw/Bw pg1 - 3jge1aakul ered uoldN|os - uensny4 -02160j00euIRy 012NpOId

(uoioenuguod) 916.0d 10| [P YH 3P %09/0,5C & 0ze|d obie| & pepl|iqels3 - €} |qeL

92



opeweiboud oN = SN sEIMENBIqY

esed SN SN esed BULOIUOD peppas3
L > SN SN 90 /3N 0L LAN SeURLIEG SEUXOIOPUT
£ SN SN L Fuadas Jod (03 LINN wr G7=
z SN SN /4 swadoas od (009 LN wr )2
(<gR/> dSN)  epepoeed eumR)y
0i€ B0E 80€ L0£ (BywsQu) Soep ap susiow| (<G8/> dSN GEZZ "3 Ud) PEPIEIOWSO
29 02 69 V1 SCI=P 3p SuMo| (<16> dSN €7 3 ud) Hd
% 20l 001 00l TwBw L €06 (AN vpiosqe) ofesuz
4 18 68 g eas 9407’0 < 590K 50 50pCH Sezainouw|
L6 96 806 688 3p B3R Of) 3p WNS 3P SUOW| S9fR0) Sepues SRXRH
g8y B ey L8y 697 OpRasIY B3
A Ly LTy 0Ty (222 of) soiep 2p 2w RI0DYT RIH
(aneziRineussp) AN O1dH dY¥d) ezang
9y Ly 1'G LG L sezandw|
V% I L¥6 Lt 224 907 ) < 5000 50§ s0ph SR8 SREONS SRH
50 605 €05 €05 PSR 36 9p s 2p owoM cpRsasTAY BARH
Cwv 8w ¥y Gy (ea o) Sciep 3p Suua| B0eT BiGEH
(aweziRaneus3p) AN D1dH XY B2aing
10 10 10 60 R 94(7/() < 00 50| S0p0) sezandw|
80 L0 80 L0 3p B3 O, 3p EWNS 3 Sumo| Spos SeNFH
(22 o) oD 3p auuow) ((swezpeireusap ou
§86 980 980 Ge6 832 % 006.LIN AN DTdH did|) %=enp 3p ezaing
eperoned UG 3D g1 AUAWROUSS
B2 ‘0PIEd OEWE B BIOOU 3p URNPS (fensin ugroadsu) eouauedy:
Sasall 9 sasall ¢ sall |
odwal] uoiaejdase ap sousu) eqanid ap ojuawa3
[EJU3), | -OJUSIWEUSJEW(E |3 Ua UOIDEIUBLID
HE %G5G 1/0=C0:01* “0JUa/WIEU3IEW[E SIUOPIPUOD)
WY NuRIlIgey [e1A -auaia@uaidiney
102 0| ouewe] :
916.0d 3)0] “wnN w/Bw o) - a1qeydakul ered uoon|os - uessnyl4 :02160102ewse} 0jonpoid

91620d 910| |5p EPEIR|S0E PEPIIIGE)ST - ¥} BIGEL

93



