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ARNip QUE SUPRIME LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE TRANSFERRINA 2

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a ARNip que tiene una accién de interferencia de ARN y/o
una accion de supresion de la expresion génica en ARNm que codifica para el receptor de
transferrina 2 (TfR2), uso del ARNip, un método para suprimir la expresién génica de TfR2

usando el ARNip, un farmaco médico que comprende el ARNip y similares.

ANTECEDENTES

El ARNip contra el ARNm que codifica para una proteina TfR2 puede suprimir la expresion de
ARNmM de TfR2 y suprimir la produccion de hepcidina que desempefia un papel clave en el
metabolismo del hierro. Como resultado, el metabolismo del hierro en un organismo vivo
puede activarse para promover la biodisponibilidad del hierro en las células precursoras
eritroides, lo que permite el tratamiento de la anemia. Se esta estudiando el uso de ARNip
para suprimir la expresion de ARNm de TfR2, con la diana de suprimir la producciéon de

hepcidina.

La hepcidina es una hormona peptidica que consta de 25 aminoacidos y se produce
principalmente en el higado y se secreta en la sangre. La hepcidina juega un papel clave en
el metabolismo del hierro en los organismos vivos. Se conoce que la hepcidina suprime la
absorcion de hierro del tracto intestinal y la liberacién de hierro de los macréfagos al unirse al
transportador de hierro Ferroportina (SLC40A1) y promover la protedlisis de Ferroportina, y
por lo tanto controla negativamente el metabolismo del hierro. Se ha informado que un
aumento en la concentracién de hepcidina en la sangre limita la biodisponibilidad de hierro en
las células precursoras eritroides al suprimir el metabolismo del hierro y, por lo tanto,

contribuye a diversas enfermedades anémicas (Literatura No de Patente 1).

Los ejemplos de enfermedades anémicas en las que hay un aumento de hepcidina en
la sangre incluyen anemia asociada con enfermedad renal crénica, anemia asociada con
cancer, anemia inducida por quimioterapia, anemia por deficiencia de hierro resistente al
hierro (IRIDA), anemia asociada con inflamacién crénica (anemia de enfermedad cronica
(ACD)) tal como reumatismo articular o enfermedad de Castleman, anemia de Diamond-
Blackfan, anemia aplasica, p talasemia, enfermedad de células falciformes, hemoglobinuria

paroxistica nocturna, anemia hemolitica autoinmunitaria, anemia asociada con sindrome
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mielodisplasico, leucemia mielomonocitica crénica y anemia asociada con mielofibrosis. En
pacientes con mielofibrosis, la concentracion de hepcidina en la sangre puede aumentar en
correlacion con la carga de hierro asociada con la transfusién de eritrocitos y un aumento
crénico de citocinas inflamatorias (Literatura No de Patente 2). Sin embargo, en el caso de
la anemia que esta provocada principalmente por una capacidad insuficiente para producir
eritrocitos por si misma debido a la disfuncién hematopoyética en la médula ésea, tal como
mielofibrosis, la contribucion de la utilizacion defectuosa de hierro asociada con un aumento
en la hepcidina en la sangre a una condicion patoldgica puede ser baja, y hasta ahora no se
ha informado un efecto terapéutico de la supresion de la produccion de hepcidina en la anemia.
En la actualidad, se pueden usar medicamentos tal como ESA (agente estimulante de la
eritropoyesis) para tratar la anemia asociada con la disfuncién de la médula ésea, como la

mielofibrosis, pero tienen un efecto limitado.

La Literatura de Patente 1 describe que la administracion de AD-52590 como ARNip
de TfR2 a un mono dio por resultado una disminucion en la expresion de ARNm de TfR2 en
el higado, una disminucion en la expresién de ARNm de hepcidina, una disminucion en la
concentracién de hepcidina en la sangre y un aumento en la concentracion de hierro en la
sangre. La Literatura de Patente 1 también describe que la administracién de AD-47882 a
una rata que tiene una condicion patolégica de anemia asociada con inflamacion dio como
resultado una disminucion en la expresién de ARNm de TfR2 en el higado, una disminucién
en la concentracion de hepcidina en la sangre, un aumento en la concentracién de hierro en
la sangre y un aumento en los niveles de hemoglobina. Sin embargo, la Literatura de Patente
1 muestra los resultados de administrar ARNip encapsulado en nanoparticulas lipidicas (LNP).
La via de administracion se limita a una via intravenosa. El efecto terapéutico del ARNip de
TfR2 descrito en la Literatura de Patente 1 se limita a un efecto terapéutico sobre la anemia
asociada con la inflamacion. No se describen los efectos terapéuticos sobre otras anemias,

tal como la anemia asociada con la pérdida de la funcion de la médula désea.

Los métodos para inhibir la expresion de un gen diana en células, tejidos o individuos
incluyen métodos en los que se introduce ARN de doble hebra en las células, tejidos o
individuos. La introduccién de ARN de doble hebra degrada el ARNm homodlogo a la
secuencia del ARN de doble hebra e inhibe la expresion de un gen diana. Este efecto se
denomina "interferencia de ARN" o "iIARN". Se ha informado que el ARN de doble hebra que
tiene un saliente con dos nucledtidos en el extremo 3', y una hebra homosentido y una hebra
antisentido, cada una con 21 nucleétidos (ARN de interferencia pequefio: ARNip), tiene una

accion de interferencia de ARN en células cultivadas de un vertebrado (ver, por ejemplo, la
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Literatura No Relacionada con Patentes 3).

El ARNip es util para la identificacion de una funcién génica, el cribado de una cepa
celular adecuada para la produccion de una sustancia util, el control de un gen implicado en
una enfermedad y similares, pero se degrada facilmente por una ribonucleasa vy, por lo tanto,
tiene las desventajas de que es dificil mantener la actividad en el cuerpo y el costo de la
sintesis es alto. Por esta razén, se han intentado varias modificaciones quimicas para el
desarrollo de un oligonucledtido que tiene una alta estabilidad contra una ribonucleasa, se

puede producir a bajo costo y conserva la actividad de ARN..

Se sabe que un enlace fosforotioato (PS) obtenido mediante el reemplazo de un atomo
de oxigeno no puente de un grupo fosfato de un enlace fosfodiéster en un oligonucleétido por
un atomo de azufre tiene resistencia a una nucleasa. Sin embargo, se ha informado que no
se prefiere un mayor numero de enlaces PS en un oligonucledtido porque el ARN de doble
hebra se desestabiliza termodinamicamente y se une de forma no especifica a la proteina (ver,

por ejemplo, Literatura No de Patente 4).

Ademas, el ARNip que tiene, como nucledsidos, nucledsidos modificados con azucar
tal como ADN, 2'-O-metilnucledsidos, 2'-desoxi-2'fluoronucledsidos o nucledsidos puenteados

con 2'-0,4'-C se describe, por ejemplo, en las Literaturas de Patente 2, 3 y 4.

También se han hecho intentos para obtener ARNip estable reemplazando ARN
natural con ARN modificado. Por ejemplo, se han informado muchos derivados en los que
el grupo 2'-OH del ARN se alquila para obtener un 2'-O-alquilnucledsido que no forma un
sustrato para la RNasa. El 2'-O-metilnucleétido, que es un nucleétido modificado de origen
natural que también se encuentra en el ARNt, se ha estudiado desde los primeros dias de los

estudios antisentido (ver, por ejemplo, Literatura No de Patente 5).

Se ha informado que el reemplazo de todos los ARN de una o ambas de la hebra
homosentido y la hebra antisentido de ARNip por un 2'-O-metilnucleétido reduce o elimina
completamente la actividad de iARN (ver, por ejemplo, las Literaturas No de Patente 6, 7, 8 y
9). Se ha informado que la introduccién de tres 2'-O-metilnucledtidos en una fila no
disminuye la actividad en el caso de la introduccion en la hebra homosentido, pero disminuye
la actividad en el caso de la introduccion en la hebra antisentido, y particularmente disminuye
significativamente la actividad en el caso de la introduccion en el extremo 5' de la hebra

homosentido (ver, por ejemplo, la Literatura No de Patente 10).



10

15

20

25

30

Un oligonucleoétido con 2'-desoxi-2'-fluoronucleétido (ARN 2'-F o 2'-F), que es un ARN
modificado sintetizado artificialmente, forma preferentemente la misma conformaciéon N que
un ribonucledtido y tiene mayor afinidad por el ARN, pero cuando el oligonucleétido tiene un
enlace fosfodiéster, no tiene resistencia a la nucleasa y, por lo tanto, se requiere el reemplazo
con un enlace fosforotioato para impartir resistencia a la nucleasa (ver, por ejemplo, la

Literatura No de Patente 11).

ENA (acido nucleico con puente de 2'-0,4'-C-etileno) es un acido nucleico modificado
que tiene estabilidad contra una nucleasa, pero se ha informado que la introduccion de ENA
en los dos nucledtidos de un sitio saliente en el extremo 3’ de una o ambas de la hebra
homosentido y la hebra antisentido de ARNip disminuye la actividad de iARN (ver, por ejemplo,

la Literatura No de Patente 12).

Ha habido muchos informes sobre ARNip en los que se combinan una pluralidad de
acidos nucleicos modificados. Por ejemplo, se ha informado que un 2'-O-metilnucledtido y
2'-F se introducen en cualquier otra hebra homosentido y hebra antisentido de ARNip, y se
puede obtener actividad de iARN equivalente o mayor que la de ARNip no modificado, y se
puede mantener de forma relativamente estable en el suero (ver, por ejemplo, Literatura No
de Patente 13).

Se han informado oligonucleétidos de doble hebra en los que se combinan ADN, 2'-O-
metil ARN y 2'-F, en particular, ARNip en el que el 14° residuo del extremo 5'en la hebra
antisentido es 2'-F (ver, por ejemplo, las Literaturas de Patente 5 y 6). Se han informado
oligonucledtidos de doble hebra en los que se combinan ADN, ARN 2'-O-metilo, ARN 2'-F y
LNA (acido nucleico con puente de 2'-O,4'-C-metileno), en particular, la actividad de ARNip
en el que el 2° 0 14° residuo del extremo 5'en la hebra antisentido es 2'-F, ADN o LNA (ver,

por ejemplo, las Literaturas de Patentes 5y 7).
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema técnico

Se desea ARNip de TfR2 con alta actividad farmacolégica, que sea capaz de prevenir,
mejorar y/o tratar la anemia. Se desea que el ARNip de TfR2 tenga baja toxicidad para las

células y excelentes propiedades de estabilidad y administracién de farmacos en la sangre.

Cuando hay un aumento en la hepcidina en la anemia asociada con la inflamacion
cronica, se puede obtener un efecto terapéutico al suprimir la produccién de hepcidina en la
sangre, y la anemia es provocada principalmente por la utilizacién defectuosa de hierro debido
a un aumento en la hepcidina en lugar de la produccion anormal de eritrocitos. Sin embargo,
para la anemia asociada con la disfuncion de la médula 6sea, tal como la mielofibrosis, la
causa a menudo es una disminucion en la produccién de eritrocitos y, por lo tanto, incluso
cuando hay un aumento en la hepcidina, no se puede esperar que se pueda obtener un efecto
terapéutico suprimiendo la produccién de hepcidina, y no hay ningun informe que lo indique.
Por lo tanto, en particular, se desea un nuevo farmaco efectivo para tratar la anemia asociada
con la disfuncién de la médula 6sea, tal como la mielofibrosis. Los estudios de los presentes
inventores han demostrado que la secuencia diana del ARNip de TfR2 en la Literatura de
Patente 1 tiene citotoxicidad especifica de secuencia y, por lo tanto, existe una preocupacion

de seguridad en el ARNip de la técnica convencional.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un ARNip nuevo que tiene una
accioén de interferencia de ARN y/o una accion de supresion de la expresién génica en el
ARNmM que codifica para TfR2 (estas acciones a veces se denominan accién de inactivacién).
Otro objeto de la presente invencion es proporcionar ARNip de TfR2 nuevo que tiene
propiedades mejoradas de citotoxicidad, estabilidad y/o administraciéon de farmacos. Aun
otro objeto de la presente invencion es proporcionar una nueva composicion farmacéutica
para tratar o prevenir una enfermedad que se puede tratar o prevenir mediante la supresion
de la expresién del ARNm de TfR2.

Solucién al problema

Los presentes inventores han realizado estudios diligentes y descubrieron que el
ARNip de TfR2 cuya secuencia diana es una secuencia de nucleotidos en una posicion

especifica en el ARNm de TfR2 tiene una accién de interferencia de ARN y/o una accion de
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supresion de la expresion geénica, y la secuencia diana en la presente invencion no tiene
citotoxicidad para las células que se observa en la secuencia diana en la Literatura de Patente
1.  Ademas, los presentes inventores han descubierto que el ARNip que tiene un
oligonucledtido en el que el ADN, ARN, 2'-O-metil ARN, ARN 2'-F, LNA, ENA y 3'-O-metil ARN
se combinan adecuadamente tiene una accién de interferencia de ARN y/o una accion de
supresion de la expresion génica, y es estable en un organismo vivo. Ademas, los presentes
inventores han descubierto que las propiedades de administraciéon de farmacos se mejoran
mediante la adicion de una unidad para administracion tal como GalNAc a ARNip. Ademas,
los presentes inventores han descubierto que al suprimir la expresion del ARNm de TfR2
usando ARNip de TfR2, los sintomas anémicos mejoran no solo en un modelo en raton de
anemia asociada con inflamacién, sino también en un modelo en ratén de anemia asociada
con peérdida de la funcién de la médula 6sea. De esta manera, se ha completado la presente

invencion.
Es decir, la presente invencién proporciona lo siguiente:

[11 Un oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que
comprende la siguiente region de hebra antisentido (A) y region de hebra homosentido (B), y

que tiene una accion de inactivacion en el ARNm del receptor de transferrina 2:

(A) una regién de hebra antisentido que tiene una longitud de 18 a 31 bases y consiste
en una secuencia coincidente con la diana sustancialmente complementaria a una secuencia
diana que consiste en 18 a 21 bases consecutivas en una region entre las posiciones de
nucledtidos 2845 y 2867 o una region entre las posiciones de nucledtidos 1534 y 1556 en la
SEQ ID NO: 1, en el que un nucledsido en el extremo 5' de la secuencia de emparejamiento
diana es un nucledsido sustancialmente complementario a un nucledsido en el extremo 3' de
la secuencia diana, un nucledsido que tiene adenina o un nucledsido que tiene uracilo, y una
estructura saliente de 5 0 menos bases puede estar presente en el extremo 5’ y/o el extremo

3' de la secuencia de emparejamiento diana; y

(B) una region de hebra homosentido que tiene de 18 a 31 bases de longitud y contiene
una secuencia de nucleodtidos sustancialmente complementaria a la secuencia coincidente
con la diana de la regién de hebra antisentido, en la que una estructura saliente de 5 0 menos
bases esta opcionalmente presente en el extremo 5'y/o el extremo 3' de la secuencia de

nucledtidos.

[2] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de de acuerdo



10

15

20

25

30

con [1], en donde la secuencia diana es una secuencia de nucleétidos que consiste en 19
bases de las posiciones de nucleétidos 2847 a 2865 o de las posiciones de nucleétidos 1536
a 1554 en SEQ ID NO: 1.

[3] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [1] o [2], en donde el nucledsido en el extremo 5' de la secuencia coincidente diana de la

regidon de hebra antisentido es un nucledsido que tiene adenina o uracilo.

[4] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de de acuerdo
con cualquiera de [1] a [3], en donde la secuencia coincidente diana de la regién de hebra
antisentido es una secuencia de nucleétidos completamente complementaria a la secuencia
diana que consiste en 19 bases de las posiciones de nucleétidos 2847 a 2865 o de las
posiciones de nucledétidos 1536 a 1554 en la SEQ ID NO: 1.

[5] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [4], en donde al menos uno de los azucares y/o enlaces fosfodiéster

que forman el oligonucleétido se modifica.

[6] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [5], en donde el azucar que forma el oligonucledtido es D-ribofuranosa, y la modificacion

del azucar es la modificacion de un grupo hidroxilo en la posicién 2' de D-ribofuranosa.

[7] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [6], en donde la modificacion del azucar es 2'-desoxidacion, 2'-O-alquilacién, 2'-O-

alcoxialquilacion, 2'-halogenacion y/o 2'-0O,4'-C-alquilenacion de D-ribofuranosa.

[8] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [7], en donde la 2'-O-alquilacion es 2'-O-metilaciéon, la 2'-O-alcoxialquilacion es 2'-O-
metoxietilacién, la 2'-halogenacion es 2'-fluoracién y la 2'-0O,4'-C-alquilenacion es 2'-0,4'-C-

metilenacion y/o 2'-0,4'-C-etilenacion.

[9] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con cualquiera de [5] a [8], en donde el enlace fosfodiéster se modifica en fosforotioato.

[10] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [5] a [9], en donde la D-ribofuranosa en el nucledsido en el extremo 3' de la

region de hebra homosentido y/o la region de hebra antisentido esta 3'-O-alquilada.

[11] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
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con [10], en donde la 3'-O-alquilacion es 3'-O-metilacion.

[12] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [11], en donde una estructura saliente de 3 o0 menos bases esta
presente en el extremo 5’ y/o el extremo 3' de la regién de hebra homosentido y/o la region

de hebra antisentido.

[13] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [12], en donde la estructura saliente tiene 2 bases.

[14] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [13], en donde la estructura saliente es nucledsidos que contienen dos timinas

consecutivas, o nucledsidos que contienen dos uracilos consecutivos.

[15] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [14], en donde la estructura saliente es dos U(M) consecutivas presentes en el extremo

3' de la regién de hebra antisentido.

[16] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [1], en donde la region de hebra homosentido consiste en un oligonucleétido representado
por la siguiente formula (I), la regidon de hebra antisentido consiste en un oligonucleétido

representado por la siguiente férmula (l1), y que tiene las siguientes caracteristicas (a) a (g),:

regién de hebra de homosentido: 5' So5-Sa-S19-S18-817-816-815-814-813-812-811-810-89-
S5-S7-S6-S5-S4-S3-S2-S1-Sos 3' (1)

regién de hebra antisentido: 5' Aos-A1-Az-A3—A4-A5-A6-A7-A8-A9-A1o-A11-A12-A13-A14-A15-
A1-A17-A1-A19-Aa-Aoz 3' (1)

(a) S1 es un nucledsido modificado en 3', S, a S+ representan cada uno un nucledsido,
y son cada uno independientemente un ARN 2'-OMe, un ARN 2'-F o un ADN, S a representa
de 0 a 3 nucletsidos, donde los nucledsidos representan cada uno independientemente ARN
2'-OMe, ARN 2'-F o ADN, So3 y Sos representan cada uno independientemente de 0 a 3
nucledsidos, donde los nucledsidos representan cada uno independientemente ARN 2'-OMe,
ARN 2'-F, ADN o un nucleésido modificado por puente 2'-O,4'-C, y cada enlace entre

nucledsidos representa un enlace fosfodiéster que puede modificarse quimicamente;

(b) A11, A1z, A13, A1s y Ass representan cada uno un nucleésido, uno de A1, A1z, A1z, A
14 Y A1s es ADN, ARN, un nucleésido modificado por puente 2'-0,4'-C o ARN 2'-MOE, los otros
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son ARN 2'-OMe o ARN 2'-F, A1 a A1y A 16 a A1 representan cada uno un nucledsido, y cada
uno representa independientemente ARN 2'-OMe, ARN 2'-F o ADN, A arepresentade 0 a 3
nucledsidos, donde los nucledsidos representan cada uno independientemente ARN 2'-OMe,
ARN 2'-F o ADN, Aos Yy Aos representan cada uno independientemente de 0 a 3 nucleosidos,
donde los nucledsidos representan cada uno independientemente ARN 2'-OMe, ARN 2'-F,
ADN o un nucledsido modificado por puente 2'-O,4'-C, y cada enlace entre nucledsidos

representa un enlace fosfodiéster que puede estar modificado quimicamente;

(c) la secuencia de nucleétidos entre Az y A a consiste en una secuencia de nucleétidos
sustancialmente complementaria a una secuencia diana, A es un nucledsido que tiene una
base complementaria a un nucledsido correspondiente de la secuencia diana, un nucledsido
que tiene adenina, un nucledsido que tiene timina o un nucleésido que tiene uracilo, y cuando
Aoz Yy Aos estan presentes, las secuencias de nucleétidos de los mismos son cada una
independientemente una secuencia de nucleétidos seleccionada independientemente de un

nucledsido correspondiente de la secuencia diana;

(d) la secuencia de nucledétidos entre S1y S, y la secuencia de nucleétidos entre A1y
A a son secuencias de nucleétidos sustancialmente complementarias entre si, y forman una

estructura de doble hebra;

(e) cuando tanto Sos como Aops estan presentes, Sos Yy Aoz son secuencias de

nucledtidos no complementarias entre si;

(f) cuando tanto Soz como Aops estan presentes, Sos Yy Aos son secuencias de

nucledtidos no complementarias entre si; y

(g) la regién de hebra homosentido y/o la regidon de hebra antisentido pueden
modificarse quimicamente en la posicién 5' del nucleésido en el extremo 5' y/o la posicion 3'
del nucledsido en el extremo 3', o la posicion 2' del mismo en el caso donde el nucledsido en

el extremo 3' sea un nucledsido modificado en 3'.

[17] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [16], en donde en la formula (Il), S1 es ARN 3'-OMe.

[18] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [16] o [17], en donde el nucledsido modificado por puente 2'-O,4'-C es LNA o ENA.

[19] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
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con cualquiera de [16] a [18], en donde en la formula (1), dos 0 mas de Ai1, A1z, A1z, A1ay Ass
son iguales o diferentes, y son ADN, ARN, un nucledsido modificado por puente 2'-0,4'-C o
ARN 2'-MOE.

[20] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [19], en donde en la férmula (Il), A14 es ARN o un nucleésido modificado por puente 2'-
0,4'-C.

[21] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [20], en donde en la férmula (Il), A1s es un nucledsido modificado por puente 2'-0,4'-C o
ARN 2'-OMe, y A4 es ARN.

[22] EI oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [21], en donde en la formula (I1), A11-A12-A13-A14-Ass €S uno de:
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-As3(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe),
A11(ARN 2'-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe), y,
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe).

[23] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [20], en donde en la férmula (Il), A12 es ADN, y A14 es un nucledsido modificado por puente
2'-0,4'-C.

[24] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [23], en donde en la formula (I1), A11-A12-A13-A14-A4ss €S uno de:
A11(ARN 2'-F)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ENA)-A15(ARN 2'-OMe),

A11(ARN 2'-OMe)-A12(ADN)-A¢3(ARN 2'-OMe)-A1(ENA)-A1s(ARN 2'-OMe),
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A11(ARN 2'-F)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(LNA)-A(s(ARN 2'-OMe), y,
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(LNA)-A1s(ARN 2'-OMe).

[25] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con cualquiera de [16] a [24], en donde en la férmula (1), A2, As y A1e son ARN 2'-F.

[26] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [25], en donde en la férmula (Il), uno o dos nucledsidos seleccionados de As, Agy Ao son
ARN 2'-F, y los nucledsidos A1, Az a As, A7, A1z a Aoy A a son ARN 2'-OMe.

[27] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [26], en donde en la formula (1), Az, As, As, Aoy Ats son ARN 2'-F, y los nucledsidos A,
Az a As, A7, Ag, A17 @ A19 Y Aa son ARN 2'-OMe.

[28] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con cualquiera de [16] a [27], en donde en la formula (1), S11, S12, S13y S15 son ARN 2'-F.

[29] EI oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [28], en donde en la formula (1), Sz a S10, S14, S1e @ S19y S a son ARN 2'-OMe.

[30] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [16] a [29], en donde cuando se usa ARN en la formula (ll), un enlace entre

el ARN y un nucledsido adyacente en 3'es un enlace fosforotioato.

[31] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [16] a [30], en donde en 2 a 5 nucledtidos de cada uno del extremo 5’ y el

extremo 3' del oligonucleétido, cada enlace entre nucledsidos es un enlace fosforotioato.

[32] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [16] a [31], en donde el numero de nucledsidos en cada uno de Sos, Sos,

Aocsy Aoz es 0a 2.

[33] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [32], en donde el nimero de nucledsidos en Sps es 0.

[34] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [33], en donde el numero de nucledsidos en cada uno de Sos, Sos Y Aos es 0, y el numero

de nucleodsidos en Aops es 2.
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[35] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [34], en donde la region de hebra antisentido y la region de hebra

homosentido forman un oligonucleétido de doble hebra como oligonucleétidos independientes.

[36] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [34], en donde el nucledsido en el extremo 5' de la regién de hebra
antisentido y el nucleésido en el extremo 3' de la regién de hebra homosentido estan

conectados por una estructura ligadora.

[37] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [36], en donde la estructura del ligador se representa por la siguiente férmula:

[Formula quimica 1]

en donde la linea discontinua representa un punto de unién, y significa que el atomo
de oxigeno unido al grupo fenilo forma un enlace fosfodiéster o un enlace fosforotioato con un
grupo 5'-fosfato de un nucledtido en el extremo 5' de una regidon de hebra antisentido
adyacente, y el grupo metileno en el otro extremo forma un enlace fosfodiéster o un enlace
fosforotioato con un grupo 3'-fosfato (grupo fosfato en la posicion 2' en el caso de un nucleétido
modificado en la posicién 3') de un nucleétido en el extremo 3' de una region de hebra

homosentido adyacente.

[38] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [37], en donde hay una modificacién quimica con una unidad GalNAc
en la posicion 5' de un nucledsido en el extremo 5' del oligonucleétido y/o la posicion 3' de un
nucledsido en el extremo 3' del oligonucleétido, o la posicién 2' del nucledsido en el extremo
3' del oligonucledtido en el caso donde el nucleésido en el extremo 3'es un nucledsido

modificado en 3'.

[39] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [38], en donde la unidad GalNAc se representa por:
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[Férmula quimica 2]
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QH N N
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en donde la linea discontinua representa un enlace fosfodiéster formado con un grupo
fosfato en el extremo 5’ y/o un grupo fosfato (grupo fosfato en la posicion 2' en el caso de un

nucledtido modificado en la posicion 3') en el extremo 3' de un nucledtido adyacente.

[40] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [1], en donde la region de hebra homosentido que excluye la estructura protuberante tiene
la siguiente férmula (I-1), la region de hebra antisentido que excluye la estructura protuberante
tiene cualquiera de las siguientes formulas (II-1) a (11-10), la region de hebra homosentido y la
region de hebra antisentido forman un oligonucleétido de doble hebra como oligonucledétidos
independientes, y la regién de hebra homosentido y la regién de hebra antisentido pueden

contener cada una independientemente una estructura protuberante:
(férmulas)

5
C(M)G(M)UM)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)AM)AM)UM)AM)UM)C(M)AM)A3
M) 3' (I-1)

5
UM)U(F)G(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(F)G(F)AM)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(M)G(M)
3' (II-1)

5
U(M)U(F)G(M)A(F)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)
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3' (II-2)

5
U(M)U(F)G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)A(F)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(M)G(M)
3' (II-3)

5
UM)U(F)G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)A(M)C(F)G(M)
3' (II-4)

5
UM)U(F)G(M)A(M)UM)A(F)U(M)U(F)G(F)AM)AM)AM)C(E)U(R)*C(M)C(F)AM)C(M)G(M)
3' (II-5)

5
UM)U(F)G(M)A(M)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(F)AM)AM)C(E)U(R)*C(M)C(F)AM)C(M)G(M)
3' (1I-6)

5
U(M)U(F)G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)A(F)A(M)C(E)U(R)*'C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)
3 (II-7)

5
U(M)U(F)G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)A(M)A(F)C(E)U(R)*'C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)
3' (1I-8)

5
U(M)U(F)G(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)A(F)AM)C(M)U(R)AC(M)C(F)AM)C(M)G(M
) 3' (1I-9)

5
U(M)U(F)G(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)AM)A(F)C(M)U(R)AC(M)C(F)AM)C(M)G(M
) 3' (1I-10)

en donde para las bases de acido nucleico, A representa adenina, U representa uracilo,
T representa timina, G representa guanina, y C representa citosina (siempre que C represente
2'-0,4'-C-etileno puenteado-5-metilcitidina cuando C es ENA), y para los acidos nucleicos, (R)
representa ARN, (D) representa ADN, (M) representa ARN 2'-OMe, (3M) representa ARN 3'-
OMe, (F) representa ARN 2'-F, y (E) representa ENA; y "A" significa que el enlace entre
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nucledsidos es un enlace fosforotioato (-P(=S)(OH)-), y el enlace entre nucledsidos es un
enlace fosfodiéster (-P(=0)(OH) -) si no se da ninguna indicacion especifica, pero dos enlaces
entre nucledsidos en tres nucledsidos de cada uno de los extremos 5' y el extremo 3' de la
region de hebra homosentido, y dos enlaces entre nucledsidos en tres nucledsidos del
extremo 5'y tres enlaces entre nucledsidos en cuatro nucledsidos del extremo 3' de la regidn
de hebra antisentido son enlaces fosforotioato, incluso si no se da ninguna indicacion

especifica.

[41] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [40], en donde una estructura saliente de 3 o0 menos bases esta presente en el extremo

5’ y/o el extremo 3' de la regién de hebra homosentido y/o la regién de hebra antisentido.

[42] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con [41], en donde la estructura saliente tiene 2 bases.

[43] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [42], en donde la estructura saliente es nucledsidos que contienen dos timinas

consecutivas, o nucledsidos que contienen dos uracilos consecutivos.

[44] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [43], en donde la estructura saliente es dos U(M) consecutivas adicionadas en el extremo

3' de la regién de hebra antisentido.

[45] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [40] a [44], en donde el extremo 5' de la region de hebra homosentido se

modifica quimicamente con una unidad GalNAc representada por la siguiente férmula:

[Férmula quimica 3]
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en donde la linea discontinua representa un enlace fosfodiéster formado con un grupo

fosfato 5' de un nucleétido en el extremo 5' de la region de hebra homosentido adyacente.

[46] EIl oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con [1], en donde la regién de hebra homosentido tiene la siguiente formula (1-2), la region de
hebra antisentido tiene cualquiera de las siguientes formulas (11-11) a (11-20), y la regién de
hebra homosentido y la regién de hebra antisentido forman un oligonucleétido de doble hebra

como oligonucleoétidos independientes:
(férmulas)

5
GNC(MAG(MYAU(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)AM)AM)U(M)AM)U(M)C(M)PA(
MY*A(3M) 3' (1-2)

5
UMMU(F)AGM)AM)UM)A(F)UM)U(F)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(M)*G(
MYAUM)YAU(M) 3' (11-11)

5
UM)Y*U(F)AGM)A(F)U(M)A(F)UM)UM)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(M)*G(
M)AMU(M)AU(M) 3' (11-12)

5
UM)Y*U(F)*GM)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)A(F)AM)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(M)*G(
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MYAU(M)YAU(M) 3' (11-13)

5
UM)*U(F)*G(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)AM)A(M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F)AM)C(F)*G(
MAUM)AU(M) 3' (11-14)

5
U(M)AU(F)A\G(M)A(M)U(M)A(F)UM)U(F)G(F)AM)AM)A(M)C(E)U(RYAC(M)C(F)AM)C(M)"G
(MAUM)AU(M) 3' (1I-15)

5
U(M)MU(FYAG(M)A(M)UM)A(F)U(M)UM)G(F)A(F)AMM)A(M)C(E)U(R)*C(M)C(F)AM)C(M)AG
(MAUM)AU(M) 3' (1I-16)

5
U(MAU(FYAG(M)A(M)U(M)A(F)UM)UM)G(F)AM)A(F)A(M)C(E)U(R)*C(M)C(F)AM)C(MG
(MYAUMYAU(M) 3 (11-17)

5
U(M)AU(F)A\G(M)A(M)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)AM)A(M)A(F)C(E)U(RYAC(M)C(F)AM)C(M)*G
(MAUM)AU(M) 3' (1I-18)

5
U(M)AU(F)A\G(M)A(M)U(M)A(F)UM)UM)G(F)AM)A(F)AM)C(M)U(RYAC(M)C(F)AM)C(M)'G
(MAUM)AU(M) 3' (1I-19)

5
U(M)AU(F)A\G(M)A(M)U(M)A(F)UM)UM)G(F)AM)AM)A(F)C(M)U(R)AC(M)C(F)AM)C(M)'G
(MYAU(M)AU(M) 3' (1I-20)

en donde "GN" representa una unidad de GalNAc representada por la siguiente

formula:

[Férmula quimica 4]
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en donde la linea discontinua representa un enlace fosfodiéster formado con un grupo
fosfato 5' de un nucledtido en el extremo 5' de la region de hebra homosentido adyacente;
para nucleobases, A representa adenina, U representa uracilo, T representa timina, G
representa guanina y C representa citosina (siempre que C represente 2'-O,4'-C-etileno
puenteado-5-metilcitidina cuando C es ENA), y para acidos nucleicos, (R) representa ARN,
(D) representa ADN, (M) representa ARN 2'-OMe, (3M) representa ARN 3'-OMe, (F)
representa ARN 2'-F, y (E) representa ENA; "A" significa que el enlace entre los nucledsidos
es un enlace fosforotioato (-P(=S)(OH)-), y el enlace entre los nucledsidos es un enlace
fosfodiéster (-P(=0)(OH)-) si no se da una indicacién especifica; y cada uno de los residuos
en la posicion 3' del nucledtido en el extremo 3' de la region de la hebra homosentido, en la
posicion 5' del nucledtido en el extremo 5' de la region de la hebra antisentido y en la posicion

3' del nucledtido en el extremo 3' de la hebra antisentido es un grupo hidroxilo.

[47] Una composicion farmacéutica que comprende el oligonucleétido o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con cualquiera de [1] a [46] como un

ingrediente activo.

[408 La composicidon farmacéutica de acuerdo con [47], para tratar o prevenir una
enfermedad que se puede tratar o prevenir mediante la supresion de la expresiéon de un

receptor de transferrina 2.
[49] La composicion farmacéutica de acuerdo con [48], para prevenir o tratar la anemia.

[50] La composiciéon farmacéutica de acuerdo con [49], en donde la anemia es anemia
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asociada con inflamacioén cronica o anemia asociada con disfuncion de la médula 6sea.

[51] La composicion farmacéutica de acuerdo con [50], en donde la anemia asociada
con inflamacion crénica es anemia asociada con una enfermedad autoinmunitaria, anemia
asociada con una enfermedad infecciosa, anemia asociada con enfermedad entérica
inflamatoria, anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad

renal cronica, anemia cancerosa o anemia asociada con enfermedad de Castleman.

[52] La composicion farmacéutica de acuerdo con [50], en donde la anemia asociada
con la disfuncién de la médula 6sea es anemia asociada con mielofibrosis, anemia asociada
con sindrome mielodisplasico, anemia asociada con leucemia mielomonocitica cronica o

anemia asociada con mielosupresion quimioterapéutica.

[53] La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de [47] a [52], que esta

destinada a un paciente que se somete a tratamiento con otro agente farmacoldgico.

[54] La composicion farmacéutica de acuerdo con [53], en donde el otro agente
farmacoldgico es un farmaco para tratar la anemia, un farmaco para tratar una enfermedad

que provoca anemia o un farmaco para tratar el trastorno por sobrecarga de hierro.

[55] La composicion farmacéutica de acuerdo con [54], en donde el farmaco para tratar
la anemia es una preparacion de factor de estimulacion eritropoyética, un inhibidor de HIFPHD
(factor prolil hidroxilasa inducible por hipoxia), un suplemento de hierro oral, un suplemento

de hierro intravenoso, luspatercept o danazol.

[56] La composicion farmacéutica de acuerdo con [55], en donde la preparacion de
factor de estimulacion eritropoyética es epoetina alfa, epoetina beta, epoetina beta pegol,

epoetina kappa o darbepoetina alfa.

[57] La composicion farmacéutica de acuerdo con [55], en donde el inhibidor de
HIFPHD (factor prolil hidroxilasa inducible por hipoxia) es roxadustat, vadadustat, daprodustat,

enarodustat o molidustat.

[58] La composicidon farmacéutica de acuerdo con [55], en donde el suplemento de
hierro oral es citrato ferroso, citrato férrico, fumarato ferroso, pirofosfato férrico soluble o

sulfuro de hierro seco.

[59] La composicion farmacéutica de acuerdo con [55], en donde el suplemento de

hierro intravenoso es carboximaltosa férrica u 6xido de hierro que contiene azucar.
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[60] La composicion farmacéutica de acuerdo con [54], en donde el farmaco para tratar
una enfermedad que provoca anemia es un farmaco para tratar la mielofibrosis, un farmaco
para tratar el sindrome mielodisplasico, un farmaco para tratar la enfermedad renal crénica o

un agente anticancerigeno.

[61] La composicion farmacéutica de acuerdo con [60], en donde el farmaco para tratar

la mielofibrosis es un inhibidor de JAK2.

[62] La composicion farmacéutica de acuerdo con [61], en donde el inhibidor de JAK2

es ruxolitinib, fedratinib, pacritinib o0 momelotinib.

[63] La composicion farmacéutica de acuerdo con [60], en donde el farmaco para tratar

el sindrome mielodisplasico es azacitidina o lenalidomida.

[64] La composicion farmacéutica de acuerdo con [60], en donde el farmaco para tratar
la enfermedad renal crénica es un inhibidor de SGLT2 (cotransportador de glucosa de sodio
2), un inhibidor del sistema renina-angiotensina, un antagonista de calcio, un farmaco diurético,
un farmaco para tratar la diabetes, un farmaco para tratar la hiperlipidemia, un esteroide o un

farmaco inmunosupresor.

[65] La composicion farmacéutica de acuerdo con [64], en donde el inhibidor del
sistema renina-angiotensina es un antagonista del receptor de angiotensina Il o un inhibidor

de la enzima convertidora de angiotensina.

[66] La composicién farmacéutica de acuerdo con [60], en donde el agente

anticanceroso es un farmaco quimioterapéutico.

[67] La composicién farmacéutica de acuerdo con [66], en donde el farmaco

quimioterapéutico es cisplatino, carboplatino, doxorrubicina, paclitaxel o amrubicina.

[68] La composicion farmacéutica de acuerdo con [54], en donde el farmaco para tratar

el trastorno de sobrecarga de hierro es un agente quelante de hierro.

[69] La composicién farmacéutica de acuerdo con [68], en donde el agente quelante

de hierro es deferasirox, deferoxamina o deferiprona.

[70] Un método para tratar o prevenir la anemia, que comprende administrar una
cantidad efectiva del oligonucleétido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de

acuerdo con cualquiera de [1] a [46] a un sujeto.
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[71] Un método para tratar o prevenir la anemia, que comprende administrar la

composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de [47] a [69] a un sujeto.

[72] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo

con cualquiera de [1] a [46], para usarse en el tratamiento o prevencion de la anemia.

[73] El oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con cualquiera de [1] a [46], para usarse como un ingrediente activo de la composiciéon

farmacéutica de acuerdo con cualquiera de [47] a [69].

[74] Uso del oligonucledétido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de
acuerdo con cualquiera de [1] a [46] en la produccion de la composicion farmacéutica de

acuerdo con cualquiera de [47] a [69].
Ademas, en un aspecto, la presente invencion proporciona lo siguiente:

Una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de la anemia
asociada con la disfuncién de la médula 6sea, que comprende, como ingrediente activo, un

compuesto que tiene un efecto de inactivacion del gen del receptor 2 de la transferrina.

[76] La composicién farmacéutica de acuerdo con [75], en donde el compuesto es un

oligonucledtido de ARNI.
Efectos ventajosos de la invencion

El ARNip de la presente invencion puede suprimir la expresién del ARNm de TfR2. El
ARNip de la presente invencion puede suprimir la expresion del ARNm de TfR2 en el higado

€n un organismo vivo, y es capaz de prevenir, mejorar y/o tratar la anemia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[Figura 1] La Figura 1 muestra patrones de modificacion de ARNip de doble hebra. En la
figura, el circulo negro representa ARN 2'-O-metilo, el circulo blanco representa ARN 2'-
desoxi-2'-fluoro, el triangulo negro representa ADN, el triangulo blanco representa ARN 3'-O-
metilo, el diamante blanco representa ENA, el diamante negro representa ARN, el circulo
blanco con una barra vertical representa LNA, el circulo blanco con una barra horizontal
representa ARN 2'-O-metoxietilo y la linea que conecta las marcas representa un enlace
fosfodiéster, donde la linea que conecta las marcas representa un enlace fosforotioato cuando

se etiqueta "S". En la figura, la hebra superior representa una hebra homosentido (o una
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hebra pasajera), el extremo izquierdo de la hebra homosentido representa el extremo 5', y el
extremo derecho de la hebra homosentido representa el extremo 3'. La hebra inferior
representa una hebra antisentido (o una hebra guia), el extremo derecho de la hebra
antisentido representa el extremo 5', y el extremo izquierdo de la hebra antisentido representa
el extremo 3'. Cada ARNip esta representado por NNN-xxx, y los niumeros y letras escritos
después de NNN-xxx indican una abreviatura de cada uno de los patrones de modificacion

mostrados en las Figuras 1 a 6.

[Figura 2] La Figura 2 muestra patrones de modificaciéon de ARNip de doble hebra en
el que Aius de la hebra antisentido es ADN o ARN. Los simbolos, disposiciones,

modificaciones y similares se muestran de la misma forma que en la Figura 1.

[Figura 3] La Figura 3 muestra patrones de modificacion de ARNip de doble hebra en
los que As y Ao de la hebra antisentido son ARN 2'-desoxi-2'-fluoro. Los simbolos,

disposiciones, modificaciones y similares se muestran de la misma forma que en la Figura 1.

[Figura 4] La Figura 4 muestra patrones de modificacién de ARNip de doble hebra en
el que A1 de la hebra antisentido es ENA. Los simbolos, disposiciones, modificaciones y

similares se muestran de la misma forma que en la Figura 1.

[Figura 5] La Figura 5 muestra patrones de modificacion de ARNip de doble hebra en
los que As y Ag de la hebra antisentido son ARN 2'-desoxi-2'-fluoro y A1z de la hebra antisentido
es ENA. Los simbolos, disposiciones, modificaciones y similares se muestran de la misma

forma que en la Figura 1.

[Figura 6] La Figura 6 muestra patrones de modificacién de ARNip de doble hebra en
los que Ag de la hebra antisentido es ARN 2'-O-metilo y Ag de la hebra antisentido es ARN 2'-
desoxi-2'-fluoro. Los simbolos, disposiciones, modificaciones y similares se muestran de la

misma forma que en la Figura 1.

[Figura 7] La Figura 7A muestra el cambio en la concentracién de hierro en plasma
después del tratamiento con particulas lipidicas de acido nucleico que encapsulan ARNip de
TfR2 en un modelo en ratdon de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la médula
O6sea. La Figura 7B muestra el cambio en la concentracion de hepcidina en plasma después
del tratamiento con ARNip de TfR2 encapsulado en LNP en un modelo en ratdon de anemia
asociada con la pérdida de la funcion de la médula ésea. La Figura 7C muestra el cambio

en la concentracién de hemoglobina (HGB) después del tratamiento con ARNip de TfR2
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encapsulado en LNP en un modelo en ratdon de anemia asociada con la pérdida de la funcion
de la médula ésea. La Figura 7D muestra la cantidad media de hemoglobina corpuscular
(MCH) después del tratamiento con ARNip de TfR2 encapsulado en LNP en un modelo en
ratdbn de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la médula 6sea. La Figura 7E
muestra el nivel de expresion de ARNm de Tfr2 en higado (mTfr2) después del tratamiento
con ARNip de TfR2 encapsulado en LNP en un modelo en ratén de anemia asociada con la
pérdida de la funcién de la médula ésea. La Figura 7F muestra el nivel de expresion de
ARNmM de hepcidina hepatica (mHepcidina) después del tratamiento con ARNip de TfR2
encapsulado en LNP en un modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la funcion

de la médula 6sea.

[Figura 8-1] La Figura 8A muestra el cambio de la concentracion de HGB después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia
asociada con la pérdida de la funcion de la médula ésea. La Figura 8B muestra la
concentracion de HGB 3 dias después del tratamiento con el agente farmacologico en un
modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la funcion de la médula 6sea. La
Figura 8C muestra el nivel de expresiéon de ARNm de mTfR2 en higado después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con la pérdida de la funcion de la médula 6sea. La Figura 8D muestra la
concentracién de HGB después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc

en un modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la médula ésea.

[Figura 8-2] La Figura 8E muestra la cantidad de MCH después del tratamiento con
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la
pérdida de la funciéon de la médula ésea. La Figura 8F muestra el nivel de hematocrito (HCT)
después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon
de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la médula 6sea. La Figura 8G muestra
la cantidad de glébulos rojos (RBC) después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la

médula 6sea.

[Figura 9] La Figura 9A muestra la concentracion de hierro en plasma después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia
asociada con inflamacién. La Figura 9B muestra la concentracion de hepcidina en plasma
después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratdn

de anemia asociada con inflamacién. La Figura 9C muestra la concentracion de HGB
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después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén
de anemia asociada con inflamaciéon. La Figura 9D muestra la cantidad de MCH después
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacion. La Figura 9E muestra la cantidad de RBC después del tratamiento
con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratdon de anemia asociada con
inflamacién. La Figura 9F muestra el nivel de expresion de ARNm de mTfR2 en higado
después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratdon

de anemia asociada con inflamacion.

[Figura 10] La Figura 10A muestra la concentracion de hierro en plasma después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia
asociada con inflamaciéon. La Figura 10B muestra la concentracién de HGB después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia
asociada con inflamacion. La Figura 10C muestra la cantidad de MCH después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia
asociada con inflamacién. La Figura 10D muestra la cantidad de RBC después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacion. La Figura 10E muestra el nivel de expresion de ARNm de mTfR2
en higado después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo

en ratéon de anemia asociada con inflamacion.

[Figura 11] La Figura 11 muestra los resultados de la evaluacién de la citotoxicidad del
ARNip en células HepG2.

[Figura 12] La Figura 12 muestra la actividad de inactivacion de hTfR2 del ARNip en
células HepG2.

[Figura 13] La Figura 13 muestra el cambio en la concentracion de hierro en plasma

después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en ratones normales.

[Figura 14] La Figura 14A muestra la concentracion de HGB antes del tratamiento con
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la
pérdida de la funcién de la médula 6sea. La Figura 14B muestra la concentracion de hierro
en plasma antes del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en
ratdbn de anemia asociada con la pérdida de la funcidon de la médula ésea. La Figura 14C
muestra la concentracion de hierro en plasma 8 dias después del tratamiento con ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la
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funcién de la médula 6sea. La Figura 14D muestra la concentracion de HGB 9 dias después
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con la pérdida de la funcion de la médula 6sea. La Figura 14E muestra la cantidad
de MCH 9 dias después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un
modelo en ratéon de anemia asociada con la pérdida de la funcién de la médula ésea. La
Figura 14F muestra la cantidad de RBC 9 dias después del tratamiento con ARNip de TfR2
conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la pérdida de la funcion

de la médula 6sea.

[Figura 15] La Figura 15A muestra el cambio en la concentracion de hierro en plasma
después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén
de anemia asociada con inflamacion. La Figura 15B muestra la concentracién de HGB antes
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacién. La Figura 15C muestra la concentracion de HGB 8 dias después
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacién. La Figura 15D muestra la cantidad de MCH 8 dias después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacién. La FIGURA 15E muestra la cantidad de RBC 8 dias después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con inflamacion. La Figura 15F muestra el nivel de expresion de ARNm de mTfR2
en higado 8 dias después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un

modelo en ratén de anemia asociada con inflamacion.

[Figura 16] La Figura 16A muestra el cambio en la concentracion de hierro en plasma
después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon
de MDS. La Figura 16B muestra el cambio en la concentracién de HGB después del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon de MDS. La
Figura 16C muestra la concentracion de HGB 8 semanas después del inicio del tratamiento
con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de MDS. La Figura 16D
muestra la cantidad de MCH 8 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2
conjugado con GalNAc en un modelo en raton de MDS. La FIGURA 16E muestra la cantidad
de RBC 8 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con
GalNAc en un modelo en raton de MDS. La Figura 16F muestra el nivel de expresién de
ARNmM de mTfR2 en higado 8 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2

conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de MDS.
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[Figura 17-1] La Figura 17A muestra la concentracion de hierro en plasma antes del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con enfermedad renal cronica. La Figura 17B muestra la concentracion de HGB
antes del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de
anemia asociada con enfermedad renal crénica. La Figura 17C muestra la concentracién de
hierro en plasma 6 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc en un modelo en ratéon de anemia asociada con enfermedad renal cronica. La
Figura 17D muestra la concentracion de HGB 6 semanas después del inicio del tratamiento
con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon de anemia asociada con

enfermedad renal cronica.

[Figura 17-2] La Figura 17E muestra la cantidad de MCH 6 semanas después del inicio
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia
asociada con enfermedad renal cronica. La Figura 17F muestra la cantidad de RBC 6
semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un
modelo en ratén de anemia asociada con enfermedad renal cronica. La Figura 17G muestra
el nivel DE expresion de ARNm de mTfR2 en higado 6 semanas después del inicio del
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia

asociada con enfermedad renal crénica.

[Figura 18] La Figura 18A muestra la concentracion de HGB antes del tratamiento con
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia provocada por
ruxolitinib. La Figura 18B muestra la concentracion de hierro en plasma 3 semanas después
del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratdn
de anemia provocada por ruxolitinib. La Figura 18C muestra la concentracion de HGB 6
semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un
modelo en ratén de anemia provocada por ruxolitinib. La Figura 18D muestra la cantidad de
MCH 6 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc
en un modelo en ratén de anemia provocada por ruxolitinib. La Figura 18E muestra la
cantidad de RBC 6 semanas después del inicio del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc en un modelo en ratén de anemia provocada por ruxolitinib. La Figura 18F
muestra el nivel de expresion del ARNm de mTfR2 en higado 6 semanas después del inicio
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia

provocada por ruxolitinib.

[Figura 19] La Figura 19 muestra el nivel de expresién de ARNm de hTfR2 hepatico 7
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dias después del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en ratones Tg de
hTfR2.

[Figura 20] La Figura 20 muestra el nivel de expresion de ARNm de hTfR2 después
del tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en células hepaticas primarias

humanas.

[Figura 21] La Figura 21A muestra la actividad supresora de la expresién de ARNm de
hepcidina de TfR2-019 y TfR2-039 en células HepG2. La Figura 21B muestra la actividad
supresora de la expresion de ARNm de hepcidina de TfR2-019.94DUG y TfR2-039.23DUG

en células HepG2.

[Figura 22-1] La Figura 22-1 muestra la secuencia de nucleétidos del ARNm del gen
que codifica para el receptor 2 de transferrina humana (hTfR2) (SEQ ID NO: 1). La secuencia
subrayada (la secuencia 2847 a 2865) indica la secuencia dirigida por TfR2-019, y la
secuencia doblemente subrayada (la secuencia 1536 a 1554) indica la secuencia dirigida por
TfR2-039.

[Figura 22-2] La Figura 22-2 muestra una continuacién de la Figura 22-1.

DESCRIPCION DE LAS MODALIDADES

1. Descripcioén de los términos

En la presente memoria descriptiva, el término "gen diana" se refiere a ARNm
correspondiente a un gen que codifica para el receptor de transferrina 2 (TfR2), y puede ser
ARNm inmaduro antes de someterse a procesamiento de ARN (también denominado
precursor de ARNm o pre-ARNm), o ARNm madurado al someterse a procesamiento de ARN.
El procesamiento de ARN incluye, por ejemplo, empalme de ARN, formacion de una estructura

de casquete en el extremo 5'y formacién de una porcién de cola poli-A en el extremo 3'.

TfR2 es una proteina de membrana de tipo 2 expresada principalmente en el higado,
y se sabe que consiste en una region intracelular, una regién transmembrana y una region
extracelular (The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 35 (2003) 292-296). Se
sabe que TfR2 juega un papel clave en la produccién de hepcidina, que tiene un papel
importante en el metabolismo del hierro y el control del metabolismo del hierro (Front.
Pharmacol., 06 de marzo de 2014, Haematologica 2011; 96(4): 500-506., Blood. 2011;
117(10): 2960-2966).
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El término "anemia" se refiere a una condicion patolégica en la que disminuye la
concentracién de hemoglobina existente en los eritrocitos en la sangre y que tiene la
capacidad de transportar oxigeno. La anemia esta involucrada en una disminucion de la
actividad fisica y un aumento de la mortalidad (Ann N Y Acad Sci. 2019 August; 1450(1): 15-
31). La anemia se clasifica en varios tipos segun la causa de la misma, las caracteristicas
clinicas, el indice de eritrocitos, tal como un volumen corpuscular medio (MCV) (The Journal
of the Japanese Society of Internal Medicine, Vol. 104, No. 7: 1375-1382, The Guideline for
Laboratory Medicine JSLM 2015: 175-180) y similares. Se considera que la anemia esta
provocada principalmente por una deficiencia en la produccion de eritrocitos, destruccion
excesiva de eritrocitos, deficiencia de hierro y similares, que se sabe que estan
intrincadamente relacionadas con una variedad de condiciones patolégicas tal como
utilizacién defectuosa de hierro asociada con inflamacion crénica y similares, y disfunciéon de
la médula 6sea (Ann N Y Acad Sci. 2019 August; 1450(1): 15-31.).

Para la anemia asociada con la inflamacién crénica, se sabe que un aumento
permanente de citocinas inflamatorias tal como la interleucina 6 (IL6) conduce a un aumento
en la concentracion sanguinea de hepcidina, que desempefa un papel importante en el
metabolismo del hierro, lo que provoca una utilizacion defectuosa del hierro, lo que resulta en
una disminucion de la funcién hematopoyética (Med Clin North Am. 2017 March; 101(2): 285-
296.). Los ejemplos de la causa de esta inflamacion crénica incluyen enfermedades crénicas
tal como enfermedades autoinmunitarias, enfermedades infecciosas, enfermedades entéricas
inflamatorias, insuficiencia cardiaca, enfermedad renal crénica y cancer. Los ejemplos de
anemia asociada con inflamacién cronica incluyen anemia asociada con una enfermedad
autoinmunitaria tal como artritis reumatoide, eritematosa sistémica o anemia hematolitica
autoinmunitaria, anemia asociada con una enfermedad infecciosa, anemia asociada con
sindrome de activacion de macréfagos, anemia asociada con enfermedad de Castleman,
anemia asociada con una enfermedad entérica inflamatoria tal como colitis inflamatoria,
anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad renal crénica
y anemia cancerosa. La anemia cancerosa incluye, por ejemplo, anemia asociada con
cancer tal como mieloma multiple, leucemia aguda, leucemia crénica, cancer de pulmén o

cancer de mama.

Para la anemia asociada con la disfuncion de la médula ésea, la capacidad de producir
eritrocitos se ve significativamente afectada por algunos factores, lo que lleva a la anemia.
Los ejemplos de anemia asociada con la disfuncion de la médula ésea incluyen anemia

asociada con el sindrome mielodisplasico, anemia asociada con mielofibrosis, anemia
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asociada con leucemia mielomonocitica cronica (CMML), anemia asociada con
mielosupresion quimioterapéutica, anemia aplasica, anemia de Diamond-Blackfan y anemia
de Fanconi. La mielofibrosis es una enfermedad en la que se genera una variante génica tal
como JAK2V617F en las células madre hematopoyéticas a posteriori y, por lo tanto, proliferan
clones anormales derivados de células madre hematopoyéticas, de modo que hay un aumento
permanente de la inflamacion y la fibrosis de la médula ésea, lo que resulta en la pérdida de
la funcién de la médula 6sea. Se sabe que la mielofibrosis produce anemia grave,

agrandamiento del bazo y similares (Am J Hematol. 2021: 96: 145-162.).

En la presente memoria descriptiva, acido nucleico o molécula de acido nucleico es un

término general para nucledsidos, nucleétidos, oligonucleétidos y polinucledtidos.

El término "nucledsido" significa una porcién de estructura quimica en el que se unen
una porcion de base importante para la informacion genética y una porcién de azucar

importante para las propiedades fisicoquimicas de la molécula.

El término "nucledtido” se refiere a un compuesto en el que el grupo hidroxilo en la
posicion 3'(posicion 2' en el caso de la modificacién en la posicion 3') de una porcién de azucar

de un nucledsido forma un éster con un grupo fosfato.

El término "oligonucleotido" se refiere a un oligdbmero que tiene una estructura en la
que hay dos o mas nucledtidos, y la porcion del grupo fosfato de uno de los nucleétidos y el
grupo hidroxilo en la posicién &' de la porcion de azucar de otro nucledtido estan unidos
(enlace fosfodiéster). Sin embargo, los residuos en la posicion 3'(posicion 2' en el caso de
un nucleétido modificado en la posicidén 3') del nucleétido en el extremo 3' y/o la posicion 5'
del nucledtido en el extremo 5' pueden ser grupos hidroxilo o grupos fosfato, y estos grupos
pueden modificarse quimicamente. El enlace fosfodiéster entre los nucleésidos se puede
modificar quimicamente. En la presente memoria descriptiva, el término "oligonucledétido" y

el término "polinucledtido” se usan indistintamente entre si.

La porcién de base de un acido nucleico es adenina (A), guanina (G), citosina (C),
uracilo (U) o timina (T), Ay U o T, Gy C, respectivamente, forman pares de bases de Watson-
Crick a través de un enlace de hidrégeno, y la relacion entre las bases que forman un par de
bases se denomina "complementaria". Cada porcibn de base se puede maodificar
quimicamente y la base modificada puede tener la misma capacidad para formar un par de
bases que la base original. Como bases modificadas tipicas, se conocen 5-metilcitosina (5C),

5-metiluracilo (5U) y similares. 5U es idéntico en estructuraa T. En el listado de secuencias
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adjunto a la presente memoria descriptiva, 5C se representa como C, y 5U se representa

comoToU.

En la presente memoria descriptiva, se pueden usar "simbolos para bases (simbolos
para porciones de azucar)" en la notacion para acidos nucleicos. Los simbolos para las
porciones de azucar se describiran en las siguientes secciones donde se describen varios

nucledsidos.

En la presente memoria descriptiva, siempre que no se proporcione una indicaciéon
especifica, el término "patron de modificacion” del oligonucleétido significa una disposicion de
modificaciones de las porciones de azucar de los nucledsidos que forman un oligonucleétido,
independientemente de la secuencia de bases. Si se proporciona una indicacion especifica,
este término significa un patron de modificacion combinado adicionalmente con una forma de
enlace entre nucledsidos. Dado que la estructura de la porcion de azucar y el enlace entre
nucledsidos son elementos que no dependen de una secuencia diana, y tienen influencias
sobre la estabilidad de las moléculas y el rendimiento del enlace asociado con la estabilidad,
es probable que un patron de modificacidén que se confirma que tiene una accion y un efecto
sobre una secuencia diana exhiba la misma accién y efecto sobre otra secuencia diana (ver,
por ejemplo, Mol Ther. (2018) 26: 708-717).

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido natural" se refiere a un 2'-
desoxinucledsido o un ribonucledsido. El 2'-desoxinucleodsido (también denominado "ADN";
el simbolo que representa una porcion de azucar es (D), y se puede expresar mediante una
marca en minuscula para una porcion de base) correspondiente a cada base tiene una
estructura representada por una de las siguientes formulas. 2'-desoxiadenosina puede
representarse como A(D) o a, 2'-desoxiguanosina puede representarse como G(D) o g, 2'-
desoxicitidina puede representarse como C(D) o c, timidina puede representarse como T(D)
o t, 2'-desoxi-5-metilcitidina puede representarse como 5C(D) o 5¢, y 2'-desoxiuridina puede
representarse como U(D) o u. Un 2-desoxinucledsido cuya base no se especifica puede

representarse como N(D).

[Formula quimica 5]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

El ribonucledsido (también denominado "ARN"; el simbolo que representa una porcién

de azucar es (R), y se puede representar como una mayuscula que indica una porcion de

5 base) correspondiente a cada base tiene una estructura representada por una de las

siguientes férmulas. La adenosina puede representarse como A(R) o A, la guanosina puede

representarse como G(R) o G, la citidina puede representarse como C(R) o C, y la uridina

puede representarse como U(R) o U. Un ribonucledsido cuya base no se especifica puede

representarse como N(R).

10 [Férmula quimica 6]
NH, 0 N2
N - N =N
N . N
% b 4 X |
\D 0 <N | N) O‘\QN | NA\NHZ (o} N“J“o
0 OH 0O OH Cl) OH
ek e e
A(R) G(R) C(R)

en donde la linea discontinua indica un punto de union.

En la presente memoria descriptiva, los términos "nucledsido modificado" y "nucleétido

modificado" significan un nucleésido o un nucleétido que contiene al menos una estructura

32



10

15

20

25

quimicamente modificada fuera de la porcién base, la porcion azucar o la porcién fosfodiéster

de un nucledsido natural.

En la presente memoria descriptiva, el término "enlace fosfodiéster que puede
modificarse quimicamente" significa un enlace fosfodiéster adoptado como un enlace inter-
nucledsido natural, o un enlace fosfodiéster modificado quimicamente. El enlace entre
nucledsidos natural es un enlace fosfodiéster representado por la siguiente férmula (P), y se
muestra sin caracter ni simbolo entre nucledsidos, o entre un nucledsido y una unidad
estructural adyacente (por ejemplo, una unidad GalNAc), una estructura de modificacion
quimica (por ejemplo, una estructura descrita mas adelante indicada por "2"), o un ligador
quimico o un ligador de oligonucleétido (por ejemplo, una estructura descrita mas adelante
indicada por "Z") en la presentacién de secuencias de nucledtidos en la presente memoria
descriptiva. En la presente memoria descriptiva, el término "enlace fosfodiéster
quimicamente modificado" significa una forma de enlace en la que el atomo de fosforo
contenido en el enlace fosfodiéster esta quimicamente modificado. Los ejemplos del enlace
fosfodiéster modificado quimicamente incluyen un enlace fosforotioato representado por la
siguiente férmula (PS), un enlace fosforamidato que es un enlace modificado en el que se
adiciona un atomo de nitrégeno a un atomo de fésforo, un enlace alquilfosfonato que es un
enlace modificado en el que se adiciona un grupo alquilo reemplazable a un atomo de fosforo
(por ejemplo, un enlace metilfosfonato cuando el grupo alquilo es un grupo metilo) y un enlace
fosfotriéster que es un enlace modificado en el que se adiciona un grupo alquilo reemplazable
a un atomo de oxigeno de un enlace no covalente de un grupo fosfato. Cuando se adopta
un enlace fosforotioato, "*" se muestra entre nucledsidos, o entre un nucleésido y su unidad
estructural adyacente (por ejemplo, una unidad GalNAc), una estructura de modificacion
quimica (por ejemplo, una estructura descrita mas adelante indicada por "2"), o un ligador
quimico o un ligador de oligonucleétido (por ejemplo, una estructura descrita mas adelante
indicada por "Z") en la presentacion de secuencias de nucledtidos en la presente memoria

descriptiva.

[Formula quimica 7]

o S
po e | 4
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en donde la linea discontinua representa un punto de union, el punto de unién en un
lado representa un enlace éster formado con el atomo de oxigeno del grupo 3'-hidroxilo (atomo
de oxigeno en la posicion 2' en el caso de un nucledsido modificado en la posicion 3') de un
nucledsido adyacente en el lado 5', una unidad estructural adyacente, o un ligador quimico o
un ligador oligonucledtido, y el punto de unidn en el otro lado representa un enlace éster
formado con el atomo de oxigeno del grupo 5'-hidroxilo de un nucledsido adyacente en el lado

3', una unidad estructural, o un ligador quimico o un ligador oligonucleétido.

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido modificado con azucar" se
refiere a un nucleésido en el que se modifica la porcidon de azucar del nucledsido. El
nucledsido modificado con azucar incluye todas las formas de modificaciéon de azucar que se
conocen en el campo técnico al que pertenece la presente invencion. Los ejemplos del
nucledsido modificado con azucar incluyen nucleésidos modificados en 2', nucledsidos
modificados en 3', nucledsidos modificados con 4'-tio, nucledsidos modificados con 4’-tio-2 'y
nucledsidos modificados con puente 2'-O0,4'-C. Ejemplos de modificaciones de azucar
preferidas son 2'-O-alquilacion (metilacion, etilacion, propilacion, isopropilacion, butilacion y
similares), 2'-O-alcoxialquilacion (metoxietilacion, metoxipropilacion, metoxibutilacién y
similares), 2'-halogenacion (cloracion, fluoracién y similares), 3'-O-alquilacién (metilacion,
etilacion, propilacién, isopropilacion, butilacion y similares), 3'-O-alcoxialquilacion
(metoxietilacion, metoxipropilacion, metoxibutilacion y similares), 3' -halogenacién (cloracion,

fluoracion y similares), puente 2'-0,4'-C (puente de alquileno y similares) y similares.

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido modificado en 2™ se refiere
a un nucledsido en el que la ribofuranosa contenida en el nucledsido se modifica
quimicamente en la posicion 2'.  Los ejemplos de modificaciones relevantes son nucledsidos
2'-O-alquilados (por ejemplo, metilados, etilados, propilados, isopropilados y butilados),
nucledsidos 2'-O-alcoxialquilados (por ejemplo, metoxietilados, metoxipropilados vy
metoxibutil), nucleésidos 2'-halogenados (por ejemplo, clorados y fluorados), nucledsidos 2'-
alilados, nucledsidos 2'-aminados, nucledsidos 2'-azidados, nucledsidos 2'-O-alilados,
nucledsidos 2'-OCF3, nucledsidos 2'-O(CH2).SCHs, nucleésidos 2'-O-(CHa)2-O-N-(Rm)(Rn),0
nucledsidos 2'-O-CH»-C(=0)-N(Rm)(Rn) (cada Rm y Rn son independientemente H, un grupo
protector de amino, o un alquilo de C4-C1g sustituido o insustituido). El nucleésido modificado
en 2’ preferido es un nucledsido 2'-O-alquilado, un nucledsido 2'-O-alcoxialquilado o un

nucledsido 2'-halogenado.

Los ejemplos de una modificacion de 2'-O-alquilacién del nucledsido modificado con
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azucar incluyen 2'-O-metilnucledsido (a veces denominado "ARN 2'-OMe" o “ARN 2'-O-
metilo"; el simbolo que representa una porcién de azucar es (M)). El 2'-O-metilnucledsido
correspondiente a cada base tiene una estructura representada por una de las siguientes
férmulas: La 2'-O-metiladenosina se puede representar como A(M), la 2'-O-metilguanosina se
puede representar como G(M), la 2'-O-metilcitidina se puede representar como C(M), la 2'-O-
metil-5-metilcitidina se puede representar como 5C(M), la 2'-O-metiluridina se puede
representar como U(M) y la 2'-O-metil-5-metiluridina se puede representar como T(M). Un

2'-O-metilnucledsido cuya base no se especifica se puede representar como N(M).

[Férmula quimica 8]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

Los ejemplos de una modificacion de 2'-O-alcoxialquilacion incluyen 2' -O-
metoxietilnucledsidos (a veces denominados “ARN 2'-MOE", “ARN 2'-O-metoxietilo" o “ARN
2'-metoxietoxi"; el simbolo que representa una porcién de azucar es (m)). ElI 2-O-
metoxietilnucledsido correspondiente a cada base tiene una estructura representada por una
de las siguientes formulas: La 2'-O-metoxietiladenosina se puede representar como A(m), la
2'-0O-metoxietilguanosina se puede representar como G(m), la 2'-O-metoxietil-5-metilcitidina
se puede representar como C(m) (escrito como C(m) por conveniencia, aunque la estructura
de la base es 5C; la 2'-O-metoxietilcitidina también se puede usar en reemplazo de la 2'-O-
metoxietil-5-metilcitidina), la 2'-O-metoxietiluridina se puede representar como U(m) y la 2'-O-
metoxietil-5-metiluridina se puede representar como T(m). Un 2'-O-metoxietilnucledsido

cuya base no se especifica se puede representar como N(m).

[Formula quimica 9]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

Los ejemplos de una modificacion de 2'-halogenacion incluyen 2'-desoxi-2'-
fluoronucleésidos ("a veces denominado “ARN  2'-F" o0 “ARN 2'-desoxi-2'-fluoro"; el simbolo
que representa una porciébn de azucar es (F)). El 2'-desoxi-2'-fluoronucledsido
correspondiente a cada base tiene una estructura representada por una de las siguientes
férmulas: 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina se puede representar como A(F), 2'-desoxi-2'-
fluoroguanosina se puede representar como G(F), 2'-desoxi-2'-fluorocitidina se puede
representar como C(F), 2'-desoxi-2' -fluoro-5-metilcitidina se puede representar como 5mC(F),
2'-desoxi-2'-fluorouridina se puede representar como U(F), y 2'-desoxi-2'-fluoro-5-metiluridina
se puede representar como T(F). Un 2'-desoxi-2'-fluoronucleésido cuya base no se

especifica puede representarse como N(F).

[Formula quimica 10]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido modificado en 3" se refiere
a un nucledsido en el que la ribofuranosa contenida en el nucledsido se modifica
quimicamente en la posicién 3'. El grupo hidroxilo en la posicion 2’ en el nucleésido
modificado en 3' puede modificarse. Los ejemplos de una modificacién relevante son
nucledsidos 3'-O-alquilados (por ejemplo, metilados, etilados, propilados, isopropilados y

butilados), nucleésidos 3'-O-alcoxialquilados (por ejemplo, metoxietilados, metoxipropilados y
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metoxibutilados), nucledsidos 3'-halogenados (por ejemplo, clorados y fluorados), nucleésidos
3'-alilados, nucledsidos 3'-aminados, nucledsidos 3'-azidados, nucledsidos 3'-O-alilados,
nucledsidos 3'-OCF3, nucledsidos 3'-O(CH.),SCHs3, nucledsidos 3'-O-(CHz)2-O-N-(Rm)(R»), 0
nucledsidos 3'-O-CH»-C(=0)-N(Rn)(Rn) (cada Rm y Rn son independientemente H, un grupo
protector de amino, o un alquilo de C4-C1g sustituido o insustituido). El nucledsido modificado
en 3’ preferido es un nucledsido 3'-O-alquilado, un nucledsido 3'-O-alcoxialquilado o un
nucledsido 3'-halogenado. Los nucledsidos descritos anteriormente y similares se pueden

ejemplificar.

Los ejemplos de una modificaciéon de 3'-O-alquilacion de un nucleésido modificado en
3" incluyen 3'-O-metilnucledsido (a veces denominado "3'-OMe ARN"; el simbolo que
representa una porcion de azucar es (3M)). El 3'-O-metilnucledsido correspondiente a cada
base tiene una estructura representada por una de las siguientes formulas: La 3'-O-
metiladenosina se puede representar como A(3M), la 3'-O-metilguanosina se puede
representar como G(3M), la 3'-O-metilcitidina se puede representar como C(3M), la 3'-O-metil-
5-metilcitidina se puede representar como 5mC(3M), la 3'-O-metiluridina se puede representar
como U(BM) y la 3'-O-metil-5-metiluridina se puede representar como T(3M). Un 3'-O-

metilnucledsido cuya base no se especifica puede representarse como N(3M).

[Formula quimica 11]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

Los ejemplos de wuna modificacion de 3'-O-alcoxialquilacion incluyen 3'-O-
metoxietilnucledsidos (a veces denominados “ARN 3'-MOE", “ARN 3'-O-metoxietilo" o “ARN
3'-metoxietoxi"; el simbolo que representa una porcién de azucar es (3m)). ElI 3-O-
metoxietilnucledsido correspondiente a cada base tiene una estructura en la que un grupo
metoxietilo se une en lugar del grupo metilo unido al atomo de oxigeno en la posicién 3' en la
formula estructural del 3'-O-metilnucledsido correspondiente a cada base. Para el 3'-O-

metoxietilnucledsido correspondiente a cada base, 3'-O-metoxietiladenosina se puede
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representar como A(3m), 3'-O-metoxietiiguanosina se puede representar como G(3m), 3'-O-
metoxietil-5-metilcitidina se puede representar como C(3m) (escrito como C(3m) por
conveniencia aunque la estructura de la base es 5C; 3'-O-metoxietilcitidina también se puede
usar en reemplazo de 3'-O-metoxietil-5-metilcitidina), 3'-O-metoxietiluridina se puede
representar como U(3m), y 3'-O-metoxietil-5-metiluridina se puede representar como T(3m).

Un 3'-O-metoxietilnucledsido cuya base no se especifica se puede representar como N(3m).

Los ejemplos de una modificacion de halogenacion en 3 'incluyen 3'-desoxi-3 '-
fluoronucleésidos (a veces denominados "ARN 3'-F" o "ARN 3'-desoxi-3'-fluoro"; el simbolo
que representa una porcion de azucar es (3F)). El 3'-desoxi-3'-fluoronucledsido
correspondiente a cada base tiene una estructura en la que un atomo de fluor se une en lugar
del grupo metoxi unido al atomo de carbono en la posicion 3’ en la férmula estructural del 3'-
O-metilnucledsido correspondiente a cada base. Para el 3'-desoxi-3'-fluoronucledsido
correspondiente a cada base, la 3'-desoxi-3'-fluoroadenosina se puede representar como
A(3F), la 3'-desoxi-3'-fluoroguanosina se puede representar como G(3F), la 3'-desoxi-3'-
fluorocitidina se puede representar como C(3F), la 3'-desoxi-3' -fluoro-5-metilcitidina se puede
representar como 5mC(3F), la 3'-desoxi-3' -fluorouridina se puede representar como U(3F), la
3'-desoxi-3' -fluoro-5-metiluridina se puede representar como T(3F). Un 3'-desoxi-3'-

fluoronucledsido cuya base no se especifica puede representarse como N(3F).

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido modificado con 4'-tio" se
refiere a un nucledsido en el que el atomo de oxigeno en la posicion 4' de una ribofuranosa
contenida en el nucledsido se reemplaza por un atomo de azufre. Los ejemplos de un
nucledsido 4'-tio-modificado pueden incluir B-D-ribonucledsidos en los que el atomo de
oxigeno 4' se reemplaza por un atomo de azufre (Hoshika, S. et al. FEBS Lett. 579, p.3115-
3118, (2005); Dande, P. et al. J. Med. Chem. 49, p.1624-1634 (2006); Hoshika, S. et al.
ChemBioChem. 8, p.2133-2138, (2007)).

En la presente memoria descriptiva, el término "nucledsido modificado con 4'-tio-2" se
refiere a un nucledsido en el que una ribofuranosa contenida en el nucledsido se modifica
quimicamente en la posicion 2', y el atomo de oxigeno en la posicion 4' de la ribofuranosa se
reemplaza por un atomo de azufre. Los ejemplos del nucledsido modificado con 4'-tio-2'
pueden incluir nucledsidos modificados con 4'-tio-2' que contienen 2'-H o 2'-O-metilo
(Matsugami, et al. Nucleic Acids Res. 36, 1805 (2008)).

Los ejemplos de una modificacion de puente 2'-0,4'-C para el nucleésido modificado

con azucar incluyen nucleésidos con puente 2'-O,4'-C-etileno (a veces denominados "ENA" o

38



10

15

20

25

una "unidad ENA"; el simbolo que representa una porcion de azucar es (E)) (Morita, K. et al.
Bioorg. Med. Chem. Lett., 12, p.73 (2002).; Morita, K. et al. Bioorg. Med. Chem., 11, p.2211
(2003).). El nucledsido con puente de 2'-0,4'-C-etileno correspondiente a cada base tiene
una estructura representada por una de las siguientes férmulas: La adenosina con puente de
2'-0,4'-C-etileno puede representarse como A(E), la guanosina con puente de 2'-0,4'-C-
etileno puede representarse como G(E), la 5-metilcitidina con puente de 2'-0O,4'-C-etileno
puede representarse como C(E) (escrita como C(E) por conveniencia, aunque la estructura
de la base es 5C; la citidina con puente de 2'-0O,4'-C-etileno también puede usarse en
reemplazo de la 5-metilcitidina con puente de 2'-0O,4'-C-etileno), la uridina con puente de 2'-
0,4'-C-etileno puede representarse como U(E) y la 5-metiluridina con puente de 2'-O,4'-C-
etileno puede representarse como T(E). Un nucledsido con puente de 2'-O,4'-C-etileno cuya

base no se especifica puede representarse como N(E).

[Formula quimica 12]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

Otro ejemplo de una modificacion de puente 2'-0,4'-C es, por ejemplo, un nucledsido
con puente 2'-0,4'-C-metileno (a veces denominado "LNA" o una "unidad de LNA"; el simbolo
que representa una porcion de azucar es (L)) (Obika, S. et al. Tetrahedron Lett., 38, p.8735-
(1997).; Obika, S. et al., Tetrahedron Lett., 39, p.5401- (1998).; A. A. Koshkin, A. A. et al.
Tetrahedron, 54, p.3607 (1998).; Obika, S. Bioorg. Med. Chem., 9, p.1001 (2001).). EI
nucledsido con puente de 2'-0,4'-C-metileno correspondiente a cada base tiene una
estructura representada por una de las siguientes formulas: La adenosina con puente de 2'-
0,4'-C-metileno puede representarse como A(L), la guanosina con puente de 2'-0,4'-C-
metileno puede representarse como G(L), la 5-metilcitidina con puente de 2'-O,4'-C-metileno
puede representarse como C(L) (escrita como C(L) por conveniencia, aunque la estructura de
la base es 5C; la citidina con puente de 2'-0,4'-C-metileno también puede usarse en

reemplazo de la 5-metilcitidina con puente de 2'-0,4'-C-metileno), la uridina con puente de 2
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'-0,4'-C-metileno puede representarse como U(L) y la 5-metiluridina con puente de 2'-O,4'-C-
metileno puede representarse como T(L). Un nucledsido con puente de 2'-0,4'-C-metileno

cuya base no se especifica puede representarse como N(L).

[Férmula quimica 13]
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en donde la linea discontinua indica un punto de union.

El oligonucledtido de la presente invencion o una sal del mismo tiene una regién de
hebra antisentido (a veces denominada simplemente hebra antisentido) que tiene una
secuencia de nucledtidos sustancialmente complementaria a la secuencia de nucledtidos de
una secuencia diana, y una region de hebra homosentido (a veces denominada simplemente
hebra homosentido) que tiene una secuencia de nucleétidos sustancialmente complementaria
a la secuencia de nucleodtidos de la region complementaria de la regién de hebra antisentido.
La region de hebra homosentido y la region de hebra antisentido forman una estructura de
doble hebra en la secuencia de nucledtidos de la regién complementaria, donde la region de
hebra homosentido y la region de hebra antisentido son oligonucleétidos independientes y
forman un oligonucledtido de doble hebra, o la posicion 5 ' del nucleétido en el extremo 5' de
una de la region de hebra homosentido y la regién de hebra antisentido y la posicién 3’
(posicion 2' en el caso de un nucleétido modificado en la posicién 3') del nucleétido en el
extremo 3' del otro puede conectarse para formar un oligonucleétido de hebra individual. Es
decir, el oligonucledtido de la presente invencion puede ser un oligonucleétido bimolecular o
un oligonucleétido monomolecular. Cuando el oligonucledtido de la presente invencion es
un oligonucleétido monomolecular, la forma de conexidn entre la regién de hebra homosentido
y la regién de hebra antisentido no se limita siempre que el oligonucleétido de la presente
invencidn tenga una accién de interferencia de ARN y/o una accion de supresion de la
expresion génica. Los ejemplos de Is mismos incluyen la conexién entre la posicion 5' del
nucledtido en el extremo 5' de una de la regidon de hebra homosentido y la regién de hebra

antisentido y la posicion 3'(posicion 2' en el caso de un nucleétido modificado en la posicion
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3") del nucledtido en el extremo 3' del otro a través de un ligador quimico o ligador de
oligonucledtido deseado. Los ejemplos de este ligador incluyen ligadores descritos en
WO02012/074038, y preferentemente un ligador representado por la siguiente formula (Z). El
ligador representado por la siguiente férmula (Z) se puede ajustar adecuadamente de acuerdo
con WO 2012/074038.

[Férmula quimica 14]

en donde la linea discontinua representa un punto de unién, y significa que el atomo
de oxigeno unido al grupo fenilo forma un enlace fosfodiéster con el grupo fosfato 5' del
nucledtido en el extremo 5' de una region antisentido adyacente, y el grupo metileno en el otro
extremo forma un enlace fosfodiéster con un grupo fosfato 3’ (grupo fosfato en la posicién 2'
en el caso de un nucledtido modificado en la posicion 3') del nucledtido en el extremo 3' de
una regién de hebra homosentido adyacente, y cada enlace fosfodiéster formado puede ser

un enlace fosfodiéster modificado quimicamente tal como un enlace fosforotioato.

El residuo en la posicion 3'(posicion 2' en el caso de un nucleétido modificado en la
posicion 3') del nucledtido en el extremo 3' y/o el residuo en la posicién 5' del nucleétido en el
extremo 5' puede ser un grupo hidroxilo o un grupo fosfato, o puede tener una estructura
obtenida por modificacion quimica del grupo hidroxilo o el grupo fosfato. Los ejemplos de la
estructura obtenida por modificacion quimica incluyen una estructura representada por la

siguiente férmula (2).

[Férmula quimica 15]
2’50/\/0—3_
(2)

en donde la linea discontinua representa un punto de unién, el punto de unién en un
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lado significa que un atomo de oxigeno esta unido a un nucleétido adyacente, donde el atomo
de oxigeno forma un enlace fosfodiéster con el grupo 5'-fosfato cuando esta unido al
nucledtido en el extremo 5', y con el grupo 3'-fosfato (grupo 2'-fosfato en el caso de un
nucleoétido modificado en la posicién 3') cuando esta unido al nucleétido en el extremo 3', y el
punto de union en el otro lado significa que el atomo de oxigeno esta unido a un atomo de
hidrogeno para formar un grupo hidroxilo, y el enlace fosfodiéster formado puede ser un enlace

fosfodiéster modificado quimicamente tal como un enlace fosforotioato.

El término "secuencia de nucledtidos sustancialmente idéntica" en la presente
memoria descriptiva incluye no solo una secuencia de nucleétidos que consiste en bases que
son todas idénticas a las de una secuencia de nucleétidos de interés, sino también una
secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de 70% o mas con una
secuencia de nucledtidos de interés, y una secuencia de nucleétidos que contiene una o varias
bases no idénticas, pero permite que los oligonucleétidos exhiban una funciéon deseada.
Aqui, el término "base idéntica" incluye una base totalmente idéntica a una base original, y
una base equivalente o superior a una base original en su capacidad para formar un par de
bases. Como tal base, por ejemplo, una base modificada quimicamente, que es equivalente
0 superior a una base original en su capacidad para formar un par de bases, se considera
idéntica a la base original (por ejemplo, C y 5C, o U y T(5U)). EI término "identidad de
secuencia" se refiere a una secuencia que tiene una identidad de preferentemente 80% o mas,
mas preferentemente 90% o mas, incluso mas preferentemente 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99%, o un mal apareamiento en 3 bases, 2 bases o 1 base, con una
secuencia de nucledtidos de interés. La identidad de una secuencia de nucledtidos se puede

calcular usando un software de analisis génico conocido tal como BLAST (marca registrada).

La expresion "secuencia de nucledtidos sustancialmente complementaria" en la
presente memoria descriptiva incluye no solo una secuencia de nucleétidos que consiste en
nucledtidos que son todos complementarios a los de una secuencia de nucleétidos de interés,
sino también una secuencia de nucledtidos en la que uno o varios (por ejemplo, cinco, cuatro,
tres o dos) nucledtidos no son nucleétidos complementarios, pero la secuencia de nucleétidos
permite que los oligonucledtidos formen un par de bases. En la presente memoria
descriptiva, el término "base complementaria" se refiere a una base capaz de formar un par
de bases de Watson-Crick a una base de interés, y la base puede ser una base no modificada,
0 una base modificada quimicamente. Por ejemplo, 5-metiluracilo y adenina son bases

complementarias entre si, y 5-metilcitosina y guanina son bases complementarias entre si.
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El término "estructura de doble hebra" de oligonucledtidos en la presente memoria
descriptiva significa que las secuencias de nucleétidos sustancialmente complementarias
entre si forman pares de bases Watson-Crick para dar una estructura con hebras dobles.
Las secuencias de nucleotidos que forman una estructura de doble hebra pueden ser
secuencias de nucledtidos sustancialmente complementarias entre dos moléculas de
oligonucledtidos diferentes, o secuencias sustancialmente complementarias en un

oligonucledtido de hebra individual.

En la presente memoria descriptiva, el término "unidad estructural" se refiere a una
unidad estructural quimica que imparte una funcién deseada a un oligonucleétido. Los
ejemplos de una funcidon deseada impartida a un oligonucleétido incluyen una funciéon de
administracion de un oligonucledétido a tejidos diana o células diana (también denominados
tejidos diana o similares), y una funciéon de mejora de la cinética de un oligonucleétido en el
cuerpo. La unidad estructural se puede unir a un oligonucledtido mediante un método
conocido y, por ejemplo, al proporcionar una estructura de amidito en la unidad estructural, la
unidad estructural se puede unir a la posicion 3'(posicion 2' en el caso de un nucledtido
modificado en la posicion 3') del nucledtido en el extremo 3' o la posicion §' del nucleétido en
el extremo 5' del oligonucledétido. La capacidad de administracion a tejidos diana o similares
se puede impartir a un oligonucledtido al proporcionar una estructura para promover la
administracion a un tejido diana o similar, tal como un ligando, en la unidad estructural, y los
ejemplos de la estructura incluyen una unidad GalNAc para la administracion a células
hepaticas, y una unidad de acido graso para la administracion al higado y tejidos musculares.
En la presente memoria descriptiva, tal unidad estructural para impartir la capacidad de
administracion a los tejidos diana o similares se puede referir, en particular, como una "unidad

para la administracién".
2. ARNi-oligonucleétido

En la presente memoria descriptiva, el término "ARNi-oligonucleoétido” se refiere a un
oligonucledtido en el que nucledtidos sustancialmente complementarios contenidos en una
regiéon de hebra homosentido y una region de hebra antisentido forman pares de bases de
Watson-Crick, y el oligonucledtido contiene regiones complementarias que forman una
estructura de doble hebra, y tiene una accién de interferencia de ARN y/o una accion de
supresion de la expresion génica en un gen diana. Siempre que el oligonucleétido tenga una
accion de interferencia de ARN y/o una accion de supresion de la expresion génica en un gen

diana, no se requieren todas las bases de la regién complementaria contenida en el
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oligonucledtido de iIARN para formar un par de bases de Watson-Crick. En la presente

memoria descriptiva, el iIARN-oligonucleétido se puede referir como "ARNip".

En la presente memoria descriptiva, el término "secuencia de nucleétidos
sustancialmente idéntica a una secuencia diana" se refiere a una secuencia de nucleétidos
idéntica a una secuencia diana, e incluye no solo una secuencia completamente idéntica a
una secuencia diana, sino también una secuencia de nucledtidos sustancialmente idéntica a
una secuencia diana siempre que el ARNi-oligonucleétido tenga una accién de interferencia

de ARN y/o una accién supresora de la expresion génica en un gen diana.

En la presente memoria descriptiva, el término "secuencia de nucleétidos
sustancialmente complementaria a una secuencia diana" se refiere a una secuencia de
nucledtidos complementaria a una secuencia diana, e incluye no solo una secuencia
completamente complementaria a una secuencia diana, sino también una secuencia de
nucledtidos sustancialmente complementaria a una secuencia diana siempre que el ARNi-
oligonucledtido tenga una accion de interferencia de ARN y/o una accién de supresion de la

expresion génica en un gen diana.

El oligonucledtido que contiene una secuencia de nucledtidos sustancialmente
complementaria a una secuencia diana y que tiene una accion de interferencia de ARN y/o
una accién de supresion de la expresion génica en un gen diana se refiere a un oligonucledtido

de iARN para un gen diana.

La secuencia de nucledtidos del oligonucledétido de iARN para un gen diana no se limita
siempre que el oligonucleétido tenga una accién de interferencia de ARN y/o una accién de
supresion de la expresion génica en el gen diana. Se puede determinar sobre la base de
secuencias que se predice que tienen una accidn de interferencia de ARN y/o una accién de
supresion de la expresion génica en el gen diana usando, por ejemplo, software informatico
(por ejemplo, GENETYX (marca registrada): fabricado por GENETYX CORPORATION).
También es posible realizar la determinacién confirmando adicionalmente la accion de
interferencia de ARN y/o la accién de supresion de la expresion génica del oligonucleétido de

iIARN preparado en funcion de las secuencias seleccionadas.

En la presente memoria descriptiva, la accién de supresion de la expresidén génica
incluye no solo una accién de supresion completa de la expresion de un gen, sino también
una accion de reduccion de la expresién de un gen en comparacién con un control, y la accion

de supresion de la expresion génica también incluye silenciamiento génico. En la presente
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memoria descriptiva, el término "accién supresora de la expresion geénica" y el término

"actividad supresora de la expresion génica" se usan indistintamente entre si.

La accién de interferencia de ARN y/o la accion de supresion de la expresién génica
se pueden confirmar mediante un método que normalmente se lleva a cabo por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, una proteina que es un producto traducido de un gen diana se
cuantifica después de un cierto periodo de tiempo después de la administracion de un iARN-
oligonucledtido para el gen diana a células en las que el gen diana se expresa mediante
analisis de transferencia Western, y el nivel de expresion de la proteina se compara con el de
un control para confirmar la accién de interferencia de ARN y/o la accién de supresién de la
expresion génica. También es posible confirmar la accion de interferencia de ARN y/o la
accién de supresion de la expresién génica midiendo el nivel de expresion del gen diana en
tiempo real mediante un método de PCR en tiempo real después de la administracion del

iIARN-oligonucledtido para el gen diana al gen diana.

En la presente memoria descriptiva, el término "secuencia diana" significa una
secuencia de 18 o mas nucledtidos de cualquier parte de una secuencia de nucleétidos de
ARNmM para un gen que codifica para el receptor de transferrina 2, es decir, un gen diana, que
es dirigido por el iARN-oligonucleétido de la presente invencién. Cuando se sabe que la
secuencia diana tiene SNP o similares, la secuencia diana también incluye una secuencia que
tiene esta variacion. En el oligonucleétido de iARN de la presente invencién, al menos una
parte de la region de hebra antisentido incluye una secuencia sustancialmente
complementaria a una secuencia diana (en lo sucesivo, una "secuencia coincidente con la

diana").

En la presente memoria descriptiva, el término "regién complementaria" significa
regiones en las que las secuencias de nucledtidos de la regién de hebra homosentido y la
regién de hebra antisentido contenidas en el oligonucleétido de iIARN son sustancialmente
complementarias entre si. La region de hebra homosentido y la regién de hebra antisentido
no son necesariamente completamente complementarias en sus regiones complementarias,
pero al menos las bases terminales en las regiones complementarias son complementarias
entre si. En el oligonucleétido de iARN de la presente invencién, la regién complementaria
de la region de hebra antisentido incluye una secuencia coincidente con la diana, y puede
mantener la complementariedad con la region de hebra homosentido en regiones obtenidas

extendiendo adicionalmente el extremo 5'y/o el extremo 3' de la region complementaria.

La longitud de hebra de la secuencia coincidente con la diana en la regién de hebra
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antisentido que forma el oligonucledtido de iARN de la presente invencién no esta limitada
siempre que el oligonucleétido tenga una accién de interferencia de ARN y/o una accién de
supresion de la expresion génica. Puede ser cualquier longitud que sea igual o mayor que
18 nucledtidos e igual o menor que la longitud completa del marco de lectura abierto (ORF)
de un gen diana. Por ejemplo, la longitud de hebra de la secuencia coincidente con la diana
puede ser de 19 a 29 nucledtidos, y es preferentemente de 18 a 24, 18 a 23, 0 18 a 22, mas

preferentemente 18 a 21, e incluso mas preferentemente 18 o 19.

La longitud de hebra de la regién complementaria en cada una de la regién de hebra
homosentido y la region de hebra antisentido que forman el oligonucleétido de iIARN de la
presente invencion no esta limitada siempre que el oligonucleétido tenga una accién de
interferencia de ARN y/o una accién de supresion de la expresién génica. Puede ser de
cualquier longitud. Por ejemplo, la longitud de hebra de la regién diana puede ser de 19 a
29 nucledtidos, y es preferentemente de 19 a 24, 19 a 23, 0 19 a 22, mas preferentemente 19

a 21, e incluso mas preferentemente 19.

La longitud de hebra de cada una de la regién de hebra homosentido y la region de
hebra antisentido que forman el iARN-oligonucledtido en la presente invencién no esta
limitada siempre que el oligonucledtido tenga una accion de interferencia de ARN y/o una
accién de supresion de la expresion génica. Puede ser de cualquier longitud. La longitud
de hebra de la region de hebra homosentido puede ser, por ejemplo, 19 a 39 nucledtidos, y
es preferentemente 19 a 29, mas preferentemente 19 a 24, 19 a 23, 0 19 a 22, incluso mas
preferentemente 19 a 21, y lo mas preferentemente 19. La longitud de hebra de la region de
hebra antisentido puede ser, por ejemplo, de 19 a 39 nucledtidos, y es preferentemente de 19
a 29, mas preferentemente de 19 a 24, de 19 a 23, o de 19 a 22, incluso mas preferentemente

de 21 a 23, y lo mas preferentemente 21.

En el iARN-oligonucleétido de la presente invencion, cuando la regién de hebra
homosentido y la region de hebra antisentido estan presentes en diferentes moléculas de
oligonucledtido, no se requiere que el oligonucledtido tenga una estructura de doble hebra en
su conjunto, y puede tener una estructura saliente en la que una parte de los nucleésidos en
los extremos &’ y/o 3' sobresale, o no se forma una estructura de doble hebra. Los ejemplos
de la estructura saliente incluyen estructuras que consisten en, por ejemplo, 1 a 5 nucledsidos,
preferentemente 1 a 3 nucledsidos, y mas preferentemente 2 nucledsidos. La estructura
saliente puede estar presente en uno o ambos de los extremos del oligonucleétido de hebra

doble. En la presente memoria descriptiva, la estructura saliente puede expresarse
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representando el extremo 5' de la regién de hebra homosentido como Sos, el extremo 3' de la
regién de hebra homosentido como Sos, el extremo 5' de la region de hebra antisentido como
Aos y el extremo 3' de la region de hebra antisentido como Ags. La secuencia de nucleétidos

de la estructura saliente no se limita. Se pueden usar Oligo T u oligo U.

El iARN-oligonucledtido tiene al menos una propiedad seleccionada de las siguientes

(i) a (iv):

(i) el oligonucledtido tiene una accién de interferencia de ARN y/o una accion de

supresion de la expresién génica en un gen diana;

(ii) el oligonucledtido es estable contra una ribonucleasa, y tiene una accion de

interferencia de ARN y/o una accién de supresion de la expresion génica en un gen diana;

(iii) el oligonucledtido es estable contra una exonucleasa y tiene una accién de

interferencia de ARN y/o una accién de supresion de la expresion génica en un gen diana; y

(iv) el oligonucledtido es estable contra una ribonucleasa y una exonucleasa, y tiene
una accion de interferencia de ARN y/o una accion de supresion de la expresién génica en un

gen diana.

Un ejemplo del iARN-oligonucleétido se deriva de un oligonucleétido de doble hebra
que tiene una regién de hebra antisentido para un gen diana, y una regién de hebra
homosentido que tiene una secuencia de nucledtidos sustancialmente complementaria a la
region de hebra antisentido, donde la posicidén 5 ' del nucleétido en el extremo 5' de la region
de hebra antisentido y la posicién 3’ (posicion 2' en el caso de un nucleétido modificado en la
posicion 3') del nucledtido en el extremo 3' de la region de hebra homosentido pueden unirse
a través de un ligador que forma un enlace fosfodiéster que puede modificarse quimicamente
en cada extremo. Los ejemplos del oligonucleétido pueden incluir oligonucleétidos que
forman la estructura del oligonucleétido 3'-P(=0)(OH)-[ligador]-P(=0)(OH)-5"-oligonucledétido
[en la presente, "oligonucledtido 3" indica una estructura en la que el atomo de hidrégeno en
el grupo hidroxilo no esta presente en la posicion 3' (posicién 2'en el caso de un nucledtido
modificado en la posiciéon 3') del nucledtido en el extremo 3' del oligonucledtido, y "5'-
oligonucledtido” indica una estructura en la que el atomo de hidrégeno en el grupo hidroxilo
no esta presente en la posicion 5' del nucleétido en el extremo 5' del oligonucledtido]. Este
ligador se describe, por ejemplo, en WO 2012/074038 y similares, y se puede sintetizar

mediante referencia a las descripciones en ese documento.
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Un nucledsido que forma el ARNi-oligonucleétido puede ser un nucleésido natural, o
se puede utilizar un nucledsido modificado con azucar. El enlace entre nucledsidos es un
enlace fosfodiéster que puede modificarse quimicamente. Por ejemplo, se puede

seleccionar adecuadamente un enlace fosfodiéster o un enlace fosforotioato.

El iARN-oligonuclettido de la presente invencidn puede suprimir la expresion del
ARNm de TfR2. EI ARNi-oligonucleétido de la presente invencién tiene baja toxicidad para
las células y se puede usar de forma segura en un producto farmacéutico. EI ARNiI-
oligonucledtido de la presente invencion, que suprime la expresion de ARNm de TfR2, puede
suprimir asi la produccion de hepcidina que juega un papel clave en el metabolismo del hierro.
El ARNi-oligonucledétido de la presente invencién, que suprime la expresiéon del ARNm de TfR2,
puede aumentar asi la concentracién de hierro en plasma y/o la concentracién de HGB.
Aunque el mecanismo de accidn no esta limitado, el ARNi-oligonucledtido de la presente
invencion se puede usar en el tratamiento o prevencién de una enfermedad que se puede
tratar o prevenir mediante la supresion de la expresién de ARNm de TfR2 y/o la produccion
de hepcidina. Los ejemplos de la enfermedad incluyen anemia. Aunque el mecanismo de
accién no esta limitado, el iARNoligonucleétido de la presente invencion permite tratar o
prevenir la anemia, por ejemplo, aumentando la concentracion de HGB. EI iARN-
oligonucledtido de la presente invencion puede reducir la frecuencia y/o la cantidad de
transfusién de células sanguineas a un paciente con anemia que necesita transfusién de
células sanguineas. Por ejemplo, la frecuencia y/o la cantidad de transfusion de células
sanguineas a un paciente con anemia durante un periodo de tiempo determinado (por ejemplo,
1 dia, 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 8 semanas, 12 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses,
6 meses o 1 afo) puede reducirse en aproximadamente 30%, aproximadamente 40%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente

80%, aproximadamente 90% o aproximadamente 100%.

La presente invencion proporciona invenciones para uso médico, que incluyen una
composiciéon farmacéutica para usarse en el tratamiento o prevencién de anemia, que
comprende el ARNi-oligonucledtido de la presente invencidn como un ingrediente activo, un
método para tratar o prevenir anemia, que comprende administrar una cantidad efectiva del
oligonucledtido, el oligonucledtido para usarse en el tratamiento o prevencion de anemia, y el
uso del ARNi-oligonucledtido de la presente invencion en la produccidon de una composicién
farmacéutica para el tratamiento o prevencién de anemia. La anemia que se puede tratar o
prevenir mediante el ARNi-oligonucleétido de la presente invencién incluye, por ejemplo,

anemia asociada con inflamacién crénica (anemia de enfermedad crénica (ACD)), anemia
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asociada con disfuncion de la médula 6sea, anemia por deficiencia de hierro, anemia por
deficiencia de hierro refractaria al hierro (IRIDA), anemia resistente a un agente estimulante
de la eritropoyetina (ESA), anemia inducida por quimioterapia, anemia aplasica, anemia de
Diamond-Blackfan y anomalia hereditaria de la hemoglobina tal como B talasemia y
enfermedad de células falciformes. La anemia asociada con inflamacion crénica incluye, por
ejemplo, anemia asociada con enfermedad autoinmunitaria tal como reumatismo articular,
eritematosa sistémica o anemia hematolitica autoinmunitaria, anemia asociada con
enfermedad infecciosa, anemia asociada con enfermedad entérica inflamatoria tal como colitis
inflamatoria, anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad
renal cronica, anemia cancerosa, anemia asociada con sindrome de activacién de macréfagos
y anemia asociada con enfermedad de Castleman. La anemia asociada con la enfermedad
renal cronica incluye, por ejemplo, enfermedad renal que implica diabetes, enfermedad renal
que implica hipertension, sindrome nefrético (por ejemplo, sindrome nefrético congénito del
tipo finlandés, esclerosis mesangial difusa, sindrome nefrético de lesion minima,
glomeruloesclerosis focal segmentaria, nefropatia membranosa y sindrome de Galloway-
Mowat), enfermedad renal que implica glomerulonefritis crénica (por ejemplo, nefropatia por
IgA, glomerulonefritis proliferativa mesangial, glomerulonefritis membranoproliferativa, nefritis
de la purpura, nefritis de la membrana basal antiglomerular (sindrome de Goodpasture),
sindrome de Alport, sindrome de Epstein, nefritis por lupus, poliangeitis microscépica,
sindrome urémico hemolitico atipico, sindrome de la patela ungueal, nefropatia por
fibronectina y glomerulopatia por lipoproteina), enfermedad renal que implica nefritis
tubulointersticial crénica, enfermedad renal que implica pielonefritis crénica, enfermedad renal
que implica depdsito de amiloide, enfermedad renal tubulointersticial autosémica dominante,
enfermedad renal que implica nefronoptisis y enfermedad renal con malformacién renal (por
ejemplo, poliquistosis renal). La anemia cancerosa incluye, por ejemplo, anemia asociada
con cancer tal como mieloma multiple, leucemia aguda, leucemia crénica, cancer de pulmén
o cancer de mama. La anemia asociada con disfuncién de la médula 6sea incluye, por
ejemplo, anemia asociada con mielofibrosis, anemia asociada con sindrome mielodisplasico,
anemia asociada con leucemia mielomonocitica crénica (CMML), anemia asociada con
mielosupresién quimioterapéutica, anemia aplasica, anemia de Diamond-Blackfan y anemia

de Fanconi.

El ARNi-oligonucledtido de la presente invencion se puede usar preferiblemente en el
tratamiento o prevencién de anemia asociada con inflamacién cronica y anemia asociada con
disfuncion de la médula 6sea, y se puede usar mas preferiblemente en el tratamiento o

prevencion de anemia asociada con enfermedad autoinmunitaria tal como reumatismo
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articular, eritematosa sistémica o anemia hematolitica autoinmunitaria, anemia asociada con
enfermedad infecciosa, anemia asociada con enfermedad entérica inflamatoria tal como colitis
inflamatoria, anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad
renal crénica, anemia cancerosa, anemia asociada con enfermedad de Castleman, anemia
asociada con mielofibrosis, anemia asociada con sindrome mielodisplasico, anemia asociada
con leucemia mielomonocitica cronica y anemia asociada con mielosupresion

quimioterapéutica.

En la presente memoria descriptiva, el término "uso combinado" significa que dos o
mas agentes farmacolégicos diferentes se administran simultaneamente, por separado o
secuencialmente. La presente invencién proporciona un método para tratar o prevenir la
anemia, que comprende usar el ARNi-oligonucleétido de la presente invencién en
combinacion con uno o mas agentes farmacologicos diferentes. El ARNi-oligonucleétido de
la presente invencion se puede usar en combinacién con uno o mas de otros agentes
farmacoldgicos siempre que se muestre el efecto de la presente invencion. Preferentemente,
el uso del ARNi-oligonucleétido de la presente invencion en combinacién con otros agentes
farmacoldgicos que tienen un mecanismo de accion diferente sobre los sintomas anémicos
puede proporcionar un mayor efecto terapéutico. Por ejemplo, para el sindrome
mielodisplasico (MDS), se puede prescribir un agente farmacolégico tal como un agente
estimulante de la eritropoyesis (ESA) que tiene un mecanismo de acciéon de promocion de la
proliferacion de eritrocitos para tratar la anemia o luspatercept que tiene un mecanismo de
acciéon de promocién de la diferenciaciéon de eritrocitos para tratar la anemia, o un agente
farmacoldgico tal como azacitidina que tiene un mecanismo de acciéon de supresion de la
metilacion del ADN y destruccion y lesién de células anormales, y este agente farmacoldgico
y ARNip de TfR2 tienen diferentes mecanismos de accién. Por lo tanto, el uso combinado
de este agente farmacolégico y ARNip de TfR2 puede proporcionar un efecto terapéutico
mayor que el de un agente individual en MDS. Para la anemia asociada con la enfermedad
renal cronica, se puede prescribir un agente farmacolégico tal como esa o un inhibidor del
factor inducible por hipoxia prolil hidroxilasa (HIFPHD) que tenga un mecanismo de accion
para promover la proliferacién de eritrocitos para tratar la anemia, y este agente farmacoldgico
y ARNip de TfR2 tienen diferentes mecanismos de accion. Por lo tanto, el uso combinado
de este agente farmacolégico y ARNip de TfR2 puede proporcionar un efecto terapéutico
mayor que el de un agente individual sobre la anemia asociada con enfermedad renal cronica.
Para la mielofibrosis, se sabe que ruxolitinib tiene un efecto terapéutico principalmente sobre
sintomas tal como la esplenomegalia (N Engl J Med 2012; 366: 799-807). Sin embargo, se

sabe que el agente farmacoldgico tiene un efecto limitado o ningun efecto sobre los sintomas
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anémicos, o empeora la anemia (Journal of Hematology & Oncology 2013, 6: 79). Para el
mecanismo en el que ruxolitinib empeora la anemia, se considera que las sefiales de ePO
necesarias para la proliferacion de células eritrociticas se suprimen mediante la inhibicién de
JAK2. Sin embargo, dado que ruxolitinib tiene un cierto efecto terapéutico sobre los sintomas
distintos de la anemia en la mielofibrosis, el uso combinado de ruxolitinib y ARNip de TfR2
puede proporcionar un efecto terapéutico beneficioso sobre la anemia en la mielofibrosis. El
uso en combinacion con un inhibidor de JAK2 que no sea ruxolitinib también puede
proporcionar un efecto terapéutico beneficioso sobre la anemia en la mielofibrosis. Ejemplos

del otro inhibidor de JAK2 incluyen fedratinib, pacritinib y momelotinib.

Cuando el ARNi-oligonucledtido de la presente invencién se usa en combinacion con
otros agentes farmacologicos, el momento de la administracion del ARNi-oligonucledtido de
la presente invencion no se limita siempre que se muestre el efecto de la presente invencion.
Se puede administrar simultaneamente con el otro agente farmacoldgico, o se puede
administrar antes o después de la administracion del otro agente farmacolégico. Los
ejemplos del agente farmacologico que se puede usar en combinacién con el ARNi-
oligonucledtido de la presente invencion incluyen otros farmacos para tratar la anemia, o
farmacos para tratar una enfermedad que provoca anemia. Los ejemplos del otro farmaco
para tratar la anemia incluyen ESA, un inhibidor de la factor prolil hidroxilasa inducible por
hipoxia (HIFPHD), un suplemento de hierro oral, un suplemento de hierro intravenoso, danazol
y luspatercept. Ejemplos de ESA incluyen epoetina alfa, epoetina beta, epoetina beta pegol,
epoetina kappa o darbepoetina alfa. Los ejemplos de un inhibidor de HIFPHD incluyen
roxadustat, vadadustat, daprodustat, enarodustat y molidustat. Los ejemplos de un
suplemento de hierro oral incluyen citrato ferroso, citrato férrico, fumarato ferroso, pirofosfato
férrico soluble y sulfuro de hierro seco. Los ejemplos de un suplemento intravenoso de hierro
incluyen carboximaltosa férrica y 6xido de hierro que contiene azucar. Los ejemplos de un
farmaco para tratar una enfermedad que provoca anemia incluyen un farmaco para tratar la
mielofibrosis, un farmaco para tratar el sindrome mielodisplasico, un farmaco para tratar la
enfermedad renal crénica o un agente anticancer. Los ejemplos de un farmaco para tratar la
mielofibrosis incluyen un inhibidor de JAK2. Los ejemplos de un inhibidor de JAK2 incluyen
ruxolitinib, fedratinib, pacritinib y momelotinib. Se prefiere su uso en combinacién con
ruxolitinib. Los ejemplos de un farmaco para tratar el sindrome mielodisplasico incluyen
azacitidina y lenalidomida. Se prefiere su uso en combinacion con azacitidina o lenalidomida.
Los ejemplos de un farmaco para tratar la enfermedad renal crénica incluyen un inhibidor de
SGLT2 (cotransportador de glucosa de sodio 2), un inhibidor del sistema renina-angiotensina

(por ejemplo, un antagonista del receptor de angiotensina Il (ARB) y un inhibidor de la enzima
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convertidora de angiotensina (ACE)), un antagonista de calcio, un farmaco diurético, un
farmaco para tratar la diabetes, un farmaco para tratar la hiperlipidemia, un esteroide o un
farmaco inmunosupresor. Los ejemplos de un agente anticancerigeno incluyen un farmaco
quimioterapéutico. Los ejemplos de un farmaco quimioterapéutico incluyen cisplatino,

carboplatino, doxorrubicina, paclitaxel y amrubicina.

El ARNi-oligonucledtido de la presente invencidn se puede usar en combinacion con
un farmaco para tratar el trastorno por sobrecarga de hierro. Cuando se realiza una
transfusién de células sanguineas para el tratamiento de la anemia, se puede desarrollar un
trastorno por sobrecarga de hierro debido a la transfusién frecuente de células sanguineas.
El trastorno por sobrecarga de hierro es una condicién patolégica provocada por la
acumulacion de hierro derivado de células sanguineas transfundidas en tejidos del higado o
del corazon, y puede producir insuficiencia hepatica, insuficiencia cardiaca, diabetes, dolor
articular, hipotiroidismo, pérdida de la funcion hipofisaria, disfunciéon sexual o similares. Por
lo tanto, un farmaco para tratar el trastorno de sobrecarga de hierro se puede usar para tratar
o prevenir el trastorno de sobrecarga de hierro en el tratamiento de la anemia, y se puede
usar preferiblemente en combinacion con el ARNi-oligonucledétido de la presente invencion.
Los ejemplos de un farmaco para tratar el trastorno por sobrecarga de hierro incluyen un
agente quelante de hierro, y los ejemplos de un agente quelante de hierro incluyen Deferasirox,

Deferoxamina y Deferiprona.
3. S3M-oligonucleétido

La presente invencion proporciona un iARN.oligonucleétido (en lo sucesivo, también
denominado “S3M-oligonucleétido") o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en el
que una regién de hebra homosentido consiste en un oligonucleétido representado por la
siguiente férmula (1), una regiébn de hebra antisentido consiste en un oligonucledtido
representado por la siguiente férmula (1), y el iARN-oligonucledétido o sal farmacéuticamente

aceptable del mismo tiene las siguientes caracteristicas (a) a (g):

region de hebra de homosentido: 5' Sos5-Sa-S19-S18-S17-S16-S15-S14-S13-S12-S11-S10-Se-
S5-S7-S6-S5-S4-S3-S2-S1-Sos 3' (1)

region de hebra antisentido: 5' Aos-A1-Az-As-As-As-Ae-A7-As-Ag-A1o-Ar1-A12-A13-Ara-Ass-
A16-A17'A18'A19'Aa'A03 3 (”)

(a) S1 a S19 representan cada uno un nucledsido, S1 es un nucledsido modificado en
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3', Saes 0 a 10, preferentemente 0 a 50 0 a 4, y mas preferentemente 0 a3,0a2,00a 1
nucledsidos, Sos ¥ Sos son cada uno independientemente 0 a 5, preferentemente 0 a 4, y mas
preferentemente 0 a 3, 0 a 2, 0 0 a 1 nucledsidos, y cada enlace entre nucledsidos representa

un enlace fosfodiéster que puede estar modificado quimicamente;

(b) A1 a A1 representan un nucledsido, al menos uno de A+1, A1z, A1z, A1a y A1s €s ADN,
ARN, un nucleésido con puente 2'-0,4'-C, o ARN 2'-MOE, A a es 0 a 10, preferentemente 0 a
500 a4, y mas preferentemente 0 a 3, 0 a 2, 0 0 a 1 nucledsidos, Aos y Aos son cada uno
independientemente 0 a 5, preferentemente 0 a 4, y mas preferentemente 0 a3,0a2,00a
1 nucledsidos, y cada enlace entre nucledsidos representa un enlace fosfodiéster que puede

estar modificado quimicamente;

(c) la secuencia de nucledétidos entre Az y A, consiste en una secuencia de nucleétidos
sustancialmente complementaria a una secuencia diana (secuencia coincidente diana), A1 es
un nucleésido que tiene una base complementaria a un nucleésido correspondiente de la
secuencia diana, un nucledsido que tiene adenina, un nucledsido que tiene timina o un
nucledsido que tiene uracilo, y cuando Aoz ¥ Aos estan presentes, las secuencias de
nucledtidos de las mismas son cada una independientemente una secuencia de nucleétidos

seleccionada independientemente del nucledsido correspondiente de la secuencia diana;

(d) la secuencia de nucledtidos entre S1 vy S, y la secuencia de nucleétidos entre A4
y Aa son regiones complementarias que consisten en secuencias de nucleétidos

sustancialmente complementarias entre si, y forman una estructura de doble hebra;

(e) cuando tanto Sos como Aoz estan presentes, Sos Y Aoz son nucledsidos no

complementarios entre si;

(f) cuando tanto Sos como Aps estan presentes, Sosz Y Aos son nucledsidos no

complementarios entre si; y

(g) la regién de hebra homosentido y/o la regién de hebra antisentido pueden
modificarse quimicamente en la posiciéon 5' del nucledsido en el extremo 5' y/o la posicion 3’
del nucledsido en el extremo 3', o la posicion 2' del mismo en el caso donde el nucledsido en

el extremo 3' sea un nucledsido modificado en 3'.
3-1. Regidén de la hebra homosentido

La region de la hebra homosentido del oligonucleétido S3M se refiere a una regién
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representada por la férmula anterior (1), es decir, Sos a Spos.  La regién complementaria en la
region de hebra homosentido del oligonucleétido S3M se representa como S1 a S1g numerada
en el orden indicado desde el nucledsido en el extremo 3', y S, ubicada en el lado 5' de la
region complementaria. Es decir, la regidn complementaria en la hebra homosentido del
oligonucledtido S3M es la region St a S, en la férmula anterior (1). S1a S+ representan cada
uno un nucledsido, y S, representa 0 a 5, preferentemente 0 a 4, y mas preferentemente 0 a
3,0 a 2,00 a1 nucledsidos. Entre las estructuras sobresalientes de la regién de hebra
homosentido, una estructura sobresaliente adicionada en el extremo 5'se representa como
Sos, ¥ una estructura sobresaliente adicionada en el extremo 3' se representa como Sos, Y Sos
y Sos representan cada uno 0 a 5, preferentemente 0 a 4, y mas preferentemente 0 a 3, 0 a 2,

o 0 a 1 nucledsidos.

El oligonucleétido S3M se caracteriza porque el nucledsido ubicado en el extremo 3'
de la regiébn complementaria en la region de la hebra homosentido (es decir, S1 en la formula
(I) anterior) es un nucledsido modificado en 3'. El nucledsido modificado en 3'no se limita
siempre y cuando el oligonucledtido S3M tenga una accion de interferencia de ARN y/o una
acciéon de supresion de la expresion génica. Es preferentemente ARN 3'-desoxi-3'-fluoro
(ARN 3'-F), ARN 3'-OMe o ARN 3'-MOE, y mas preferentemente ARN 3'-OMe. El residuo en
la posicion 2' del nucledsido modificado en 3' puede ser un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi
opcionalmente modificado (preferentemente, un grupo metoxi, un grupo etoxi o un grupo
metoxietoxi), o un grupo fosfato opcionalmente modificado (preferentemente, grupo tiofosfato,
grupo ditiofosfato, grupo metilfosfato o grupo etilfosfato), y puede estar unido a la posicion 5'
del nucleésido de la estructura saliente (es decir, Sos en la férmula (1) anterior), o puede estar
unido a una estructura ligadora. Preferiblemente, el residuo en la posiciéon 2’ es un grupo

hidroxilo.

Los nucledsidos distintos de S4 en la region complementaria en la regidén de hebra
homosentido del oligonucleétido S3M no estan limitados. Se pueden adoptar diversos
nucledsidos naturales o nucledsidos modificados con azucar. Son preferiblemente, cada uno
independientemente, ARN 2'-OMe, ARN 2'-F o ADN.

Un aspecto de la region complementaria en la region de hebra homosentido del
oligonucledtido S3M es tal que al menos uno de los 11°, 12°, 13° y 15° nucledsidos del extremo
3’ (es decir, S11, S12, S13 ¥ S15 en la férmula (1) anterior) es ARN 2'-F, y otros nucledsidos son
ARN 2'-OMe, ARN 2'-F, ADN o una combinacién de los mismos. Preferentemente, todos los
S11, S12, S13 Y S15son ARN 2'-F.
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Un aspecto preferido de la regién complementaria en la region de hebra homosentido
del oligonucleétido S3M es que los nucledsidos de Sz a S 10, S 14, S16a S 19y Sa de la region
complementaria en la region de hebra homosentido son cada uno independientemente ARN
2'-OMe, ARN 2'-F, ADN, o un patréon de modificacion en el que dos seleccionados de los
mismos estan dispuestos alternativamente, y mas preferiblemente ARN 2'-OMe, ADN, o un
patron de modificacién en el que dos seleccionados de los mismos estan dispuestos
alternativamente. Mas preferiblemente, todos esos nucledsidos son ARN 2'-OMe. El
numero de nucledsidos en S a puede seleccionarse adecuadamente entre 0 y 10, y desde el
lado 3' del mismo, los nucledsidos pueden disponerse en el orden de Sz, S21, S22, S23, S,

S2s5, S26, S27, S28 Y S29 seglin sea necesario.

La secuencia de nucleétidos de la region complementaria en la region de hebra
homosentido del oligonucleétido S3M (es decir, S1 a Sa en la férmula anterior (1)) es
sustancialmente complementaria a la regién complementaria en la regién antisentido (es decir,

A1 a Aa en la férmula anterior (11)).

La region de hebra homosentido del oligonucleétido S3M puede tener estructuras
sobresalientes en el extremo 3’ y/o el extremo 5' de la regién complementaria de la misma (es
decir, Sosz Yy Sos en la férmula anterior (l)). Sos Y Sos representan cada uno
independientemente de 0 a 5 (preferentemente, 4, 3, 2, 1 0 0) nucledsidos, y los nucleésidos
son cada uno independientemente ARN 2'-OMe, ARN ADN 2'-F o nucledsido modificado por

puente 2'-O,4'-C. Preferentemente, Sos y Sos no estan presentes.

Cuando estan presentes Sosz y Sos, la base de los mismos no se limita siempre que se

muestre una funciéon como un saliente. De manera preferente es oligo U u oligo T.

Las siguientes formulas (Ia) a (Ic) muestran ejemplos del patron de modificacion de la

region de hebra homosentido del oligonucleétido S3M:

5'Sos5(N(M))-Sa(N(M)-N(M))-S19(N(M))-S1s(N(M))-S17(N(M))-S16(N(M))-S15(N(F))-
S14(N(M))-S13(N(F))-S12(N(F))-S11(N(F))-S10(N(M))-So(N(M))-Ss(N(M))-S7(N(M))-Se(N(M))-
S5(N(M))-S4(N(M))-S3(N(M))-S2(N(M))-S1(N(3M))-2'H 3'(la)

5'Sa(N(M))-S15(N(M))-S15(N(M))-S17(N(M))-S16(N(M))-S 15(N(F))-S 14(N(M))-S13(N(F))-
S12(N(F))-S11(N(F))-S10(N(M))-So(N(M))-Sa(N(M))-S7(N(M))-Se(N(M))-Ss(N(M))-Sa(N(M))-
Sa(N(M))-S2(N(M))-S1(N(3M))-2'H 3'(Ib)

5'S19(N(M))-S18(N(M))-S17(N(M))-S16(N(M))-S15(N(F))-S14(N(M))-S13(N(F))-S12(N(F))-
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S11(N(F))-S10(N(M))-So(N(M))-Ss(N(M))-S7(N(M))-S6(N(M))-Ss(N(M))-Sa(N(M))-S3(N(M))-
S2(N(M))-S1(N(3M))-2'H 3'(Ic)

en donde (N(M)) representa ARN 2'-OMe, (N(F)) representa ARN 2'-F y (N(3M))
representa ARN 3'-OMe. Sos(N(M)) y S a (N(M)) representan un nucledsido que consiste en
0 a 3 ARN 2'-OMe. Dos enlaces entre nucledsidos en tres nucledsidos de cada uno de los
terminales 5'y 3' de cada oligonucleétido son enlaces fosforotioato, y otros enlaces entre
nucledsidos son enlaces fosfodiéster. Es decir, cada oligonucledétido tiene un total de cuatro
enlaces de fosforotioato con dos enlaces de fosforotioato en cada uno del extremo 3’ y el

extremo 5.
3-2. Regién de hebra antisentido

La regién de hebra antisentido del oligonucleétido S3M se refiere a una regién
representada por la formula anterior (Il), es decir, Aos a Aos. La region complementaria en la
region de la hebra antisentido del oligonucleétido S3M se representa como A1 a Aig numerada
en el orden indicado desde el nucledsido en el extremo 5', y A, ubicada en el lado 3' de la
region complementaria. Es decir, la region complementaria de la hebra antisentido es la
region de A1 a As en la formula (Il) anterior.  Solo se requiere que la secuencia de nucledétidos
de la region complementaria en la regién de hebra antisentido del oligonucleétido S3M sea
sustancialmente complementaria a una secuencia diana, y puede incluir, por ejemplo, un mal
apareamiento en 5 bases, 4 bases, 3 bases, 2 bases o 1 base con la secuencia diana, aunque
se prefiere que sea completamente complementaria a la secuencia diana. A a A
representan cada uno un nucledsido, y Aa representa 0 a 5 nucledsidos. Entre las estructuras
sobresalientes de la region de hebra antisentido, una estructura sobresaliente adicionada en
el extremo 5’ se representa como Aos, y una estructura sobresaliente adicionada en el extremo

3' se representa como Aos.

Uns puede ser sustancialmente complementario a una base correspondiente de la
secuencia diana, y puede ser adenina, uracilo o timina independientemente de la secuencia
diana. La patente de los Estados Unidos Num. 10093923 y similares indican que se exhibe
una buena actividad de interferencia de ARN cuando la base en el extremo 3’ en la region
complementaria de la hebra homosentido de ARNip es adenina o uracilo independientemente
de la secuencia diana. Ademas, el documento Nature 465, 818-822 (2010) indica que el
nucledsido en el extremo 5' de la hebra antisentido se une a la proteina Ago 2 implicada en la
actividad de interferencia de ARN y no se une al ARNm diana. También se indica que el

nucleodsido en el extremo 5' de la hebra antisentido se une mas fuertemente a la proteina Ago
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2 cuando el nucledsido es un nucledsido de adenina o uracilo que cuando el nucledsido es
guanina o citosina y, por lo tanto, el nucledsido en el extremo 5' de la hebra antisentido es

preferentemente un nucledsido de adenina o uracilo.

Al menos una (preferiblemente dos o0 mas) de las regiones complementarias A11, A1z,
A13, A2y Ats en la region de hebra antisentido del oligonucleétido S3M se selecciona de ADN,
ARN, un nucleésido modificado por puente 2-0,4-C y ARN 2-MOE. EI nucleésido
modificado con puente 2'-0,4'-C usado aqui no se limita. De manera preferente es LNA o
ENA. En la region complementaria de la hebra antisentido, los nucledsidos distintos de los
nucledsidos identificados como se describié anteriormente no estan limitados. Se pueden
adoptar diversos nucledsidos naturales o nucledsidos modificados con azucar. Son, cada
uno independientemente, ARN 2'-OMe, ARN 2'-F o ADN.

Como un ejemplo de la presente invencion, se proporciona un oligonucleétido en el
cual la region complementaria A4 en la region de hebra antisentido del oligonucleétido S3M
es ARN. Los ejemplos del patron de modificacion de este oligonucledétido incluyen, pero no
se limitan a, los que se muestran como los tipos 56 y 57 de la Figura 2, los tipos 61, 62, 66 y

67 de la Figura 3, los tipos 75 a 83 de la Figura 5 y los tipos 91 a 95 de la Figura 6.

Un aspecto preferido de la region de hebra antisentido del oligonucleétido en el que
A1s es ARN es que A3 es un nucledsido modificado con puente 2'-0,4'-C, ARN 2'-OMe o ARN
2'-F, mas preferentemente un nucledsido modificado con puente 2'-0,4'-C, e incluso mas
preferentemente ENA o LNA (tipos 76 a 83 de la Figura 5 y tipos 91 a 93 de la Figura 6). En
este oligonucledtido S3M, el patron de modificacion de A11-A12-A13-A14-A1s es preferentemente

cualquiera de las siguientes férmulas (llla) a (IlIh).
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (ll1a)
A11(ARN 2'-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (llIb)
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-A13(ENA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (llic)
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (ll1d)
A11(ARN 2'-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (llle)
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-A13(LNA)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (l1If)

A1(ARN 2-F)-A12(ARN 2'-OMe)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ARN)-A15(ARN 2'-OMe) (llig)

57



10

15

20

25

30

A11(ARN 2'-OMe)-A12(ARN 2'-F)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ARN)-A:s(ARN 2'-OMe) (11lh)

Como un ejemplo de la presente invencioén, se proporciona un oligonucleotido en el
cual la regidon complementaria A4 en la regiéon de hebra antisentido del oligonucleétido S3M
es un nucledsido modificado por puente 2'-0,4'-C.  Aqui, el nucledsido modificado por puente
2'-0,4'-C es preferiblemente ENA o LNA. Ejemplos del patron de modificacion de este
oligonucledtido incluyen, pero no se limitan a, aquellos mostrados como tipos 70 a 74 de la

Figura 4 y tipos 88 a 90 de la Figura 6.

Un aspecto preferido del oligonucleétido en el que A14 es un nucledsido modificado por
puente 2'-0,4'-C es que A12 es ADN. En este oligonucleétido S3M, el patrén de modificacion
A11-A12-A13-A14-A1s de la region complementaria de la hebra antisentido es preferentemente

cualquiera de las siguientes férmulas (IIli) a (I11).
A11(ARN 2'-F)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ENA)-A15(ARN 2'-OMe) (l1li)
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(ENA)-A15(ARN 2'-OMe) (lIlj)
A11(ARN 2'-F)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(LNA)-A15(ARN 2'-OMe) (lllk)
A11(ARN 2'-OMe)-A12(ADN)-A13(ARN 2'-OMe)-A14(LNA)-A15(ARN 2'-OMe) (lIlI)

Como un ejemplo de la presente invencion, se proporciona un oligonucleétido en el
que A+4 de la region complementaria de la region de hebra antisentido del oligonucledtido S3M
es ADN. Los ejemplos del patron de modificacion de este oligonucledtido incluyen, pero no
se limitan a, aquellos mostrados como los tipos 58 y 59 de la Figura 2, y los tipos 63, 64, 68 y
69 de la Figura 3.

Como un ejemplo de la presente invencioén, se proporciona un oligonucleotido en el
que Ais de la férmula (Il) en la regidon de hebra antisentido del oligonucleétido S3M es ARN 2'-
MOE. Los ejemplos del patron de modificacion de este oligonucleétido incluyen, pero no se

limitan a, aquellos mostrados como los tipos 79 y 83 de la Figura 5.

Como un ejemplo de la presente invencién, se proporciona un oligonucleétido en el
que cualquiera de los 11° a 13° nucleésidos del extremo 5' de la region complementaria de la
region de hebra antisentido del oligonucledtido S3M (A11, A1z y A1z de férmula (1)) es un
nucledsido modificado por puente 2'-0,4'-C.  Los ejemplos del patron de modificacién de este
oligonucledtido incluyen, pero no se limitan a, aquellos que se muestran como los tipos 43 y

45 de la Figura 1, los tipos 75 a 84 de la Figura 4 y los tipos 85 y 86 y 91 a 93 de la Figura 6
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para ENA, y los tipos 44 y 46 de la Figura 1 y el tipo 67 y 69 de la Figura 3 para LNA.

Como un ejemplo de la presente invencioén, se proporciona un oligonucleotido en el
que cualquiera de los 11° a 13° nucledsidos del extremo 5' de la region complementaria de la
region de la hebra antisentido del oligonucleétido S3M (A11, A12 y Az de la férmula (I1)) es
ADN. Los ejemplos del patrén de modificacion de este oligonucleétido incluyen, pero no se
limitan a, aquellos que se muestran como los tipos 41 y 42 de la Figura 1, el tipo 71 de la

Figura 4 y los tipos 87 a 90 de la Figura 6.

Como un ejemplo de la presente invencioén, se proporciona un oligonucleétido en el
que cualquiera de los 11° a 13° nucleésidos del extremo 5' de la region complementaria de la
regioén de hebra antisentido del oligonucledtido S3M (A+1, A12 y A1z de la férmula (Il)) es ARN
2'-MOE. Ejemplos del patron de modificacién de este oligonucledétido incluyen, pero no se

limitan a, aquellos mostrados como tipos 47, 48 de la Figura 1 y tipo 74 de la Figura 4.

Para los nucledsidos en la region complementaria en la region de hebra antisentido
del oligonucleétido S3M de la presente invencion que no sean los nucledsidos especificados
como se describié anteriormente, se pueden seleccionar varios tipos de nucledsidos de
manera apropiada, pero preferiblemente, al menos uno (preferiblemente todos) de los
nucleodsidos de Az, As y A1 es ARN 2'-F. Una region de hebra antisentido mas preferida es
tal que, ademas de Ay, As ¥ A1s, UNO 0 dos nucledsidos seleccionados del grupo que consiste
en As, Ag ¥y A1p son ARN 2'-F, y nucleésidos distintos de los especificados como se describio

anteriormente (por ejemplo, A4, Az a As, A7, A17 a A9y A a) son ADN o ARN 2'-OMe.

Los patrones de modificacion preferibles de regiones distintas de A1 a A1s de la regidon
complementaria de la region de hebra antisentido del oligonucleétido S3M de la presente

invencién se ejemplifican en, por ejemplo, las Tablas A-1 y A-2 a continuacion.

Tabla A-1

Aq Ao As As As As A7 As Ao A1

Patron1 1 (M) | (F) | M) | (M) | (M) | (F) | (M) | (M) | (M) | (M)

Patron2 | (M) | (F) | M) | (M) | M) | (F) | (M) | (F) | (M) | (M)

Patron3 | (M) | (F) | M) | (M) | M) | (F) | (M) | (F) | (M) | (M)
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Patron 4 | (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (M) (F) (M)
Patron 5 | (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (M) (M) (F)
Patron 6 | (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (F) (M) (F)
Patron 7 | (M) (F) (M) (M) (M) (F) (F) (M) (F) (M)
Patron 8 | (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (M) (M) (M)
Patron 9 | (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (M)
Patron
10 (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (F)
Patron
» (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (F) (F) (M)
Patron
1 (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (F) (F) (F)
Patron
13 (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (F) (F) (M)
Patron
14 (M) (F) (M) (F) (M) (F) (M) (M) (F) (M)
Patron
15 (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (M) (F) (M)
Patron
16 (M) (F) (M) (M) (M) (F) (M) (M) (F) (F)
Tabla A-2
At A1z A1 A1g Aa Aos
Patrén 1 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
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Patron 2 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 3 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 4 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 5 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 6 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 7 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 8 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 9 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 10 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 11 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 12 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 13 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 14 (F) (M) (M) (M) (M) (M)
Patron 15 (F) (M) (F) (M) (M) (M)
Patron 16 (F) (M) (M) (M) (M) (M)

[En las tablas anteriores, (M) es ARN 2'-OMe y (F) es ARN 2'-F. A es 0 a5
nucledsidos, donde todos los nucledsidos son iguales excepto cuando 0. Aoz es 0 a 5
nucledsidos, donde todos los nucledsidos son iguales excepto cuando 0. Un enlace
fosfodiéster o un enlace fosforotioato se selecciona apropiadamente como el enlace inter-

nucleédsido.]

La region de hebra antisentido contenida en el oligonucleétido S3M puede tener
estructuras sobresalientes en el extremo 3’ y/o el extremo 5' de la region complementaria de

la misma (es decir, Aoz ¥ Aos en la férmula (1) anterior). Aoz ¥ Aos representan cada uno

61



10

15

20

25

30

independientemente de 0 a 5 (preferentemente, 3, 2, 1 o 0) nucledsidos, donde los
nucledsidos son cada uno independientemente ARN 2'-OMe, ARN 2'-F, ADN o un nucledsido
modificado por puente 2'-0,4'-C. Preferentemente, Aoz s un saliente que consiste en dos o
tres ARN 2'-OMe, o un saliente que consiste en uno o dos ARN 2'-OMe y uno o dos

nucledsidos modificados con puente 2'-0,4'-C, y Aos no esta presente.

Cuando estan presentes Aoz y Aos, las bases de los mismos no estan limitadas siempre

que se muestre una funcién como un saliente. Son preferentemente oligo U u oligo T.
3-3. Enlace entre nucleésidos

Un enlace fosfodiéster que se puede modificar quimicamente se puede seleccionar de
forma adecuada para cada enlace entre nucledsidos en el oligonucleétido S3M de la presente
invencion, y se prefiere un enlace fosfodiéster o un enlace fosforotioato. Esos enlaces se
pueden usar solos o en combinacion. Se prefiere una combinacion de enlaces fosfodiéster
y enlaces fosforotioato, y el contenido de enlace fosforotioato en los enlaces entre nucledsidos
contenidos en cada una de la region de hebra homosentido y la region de hebra antisentido
es 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos, 29% o menos, 28% o menos, 27% o0 menos,

26% o menos, 0 25% o menos.

Cuando se utilizan ARN y/o ARN 2'-F, el enlace entre el nucleésido relevante y un
nucledsido adyacente 3' puede ser un enlace fosforotioato. Cuando se usa ARN, el enlace
entre el nucledsido relevante y un nucledsido adyacente en 3’ es preferiblemente un enlace

fosforotioato.

En el oligonucledtido S3M de la presente invencion, se usa preferentemente un enlace
fosforotioato para enlaces entre el 1° y 2° nucledsidos hasta entre el 4° y 5° nucledsidos (el
numero de enlaces entre nucledsidos es 1, 2, 3 0 4) desde el extremo 5’ y/o el extremo 3' del
oligonucledtido. En el oligonucledtido de la presente invencion, cuando la regién de hebra
homosentido y la regidn de hebra antisentido estan contenidas en oligonucleétidos separados,
los enlaces entre el 1er y 2do nucledsidos hasta entre el 4to y 5to nucledsidos de cada uno
del 5'-terminal y el 3'-terminal de la region de hebra homosentido, y los enlaces entre el 1ery
2do nucledtidos hasta entre el 4to y 5to nucledtidos de cada uno del 5'-terminal y el 3'-terminal
de la region de hebra antisentido, pueden ser enlaces fosforotioato. Preferentemente, los
enlaces entre el 1° y el 2° nucleésidos hasta entre el 2° y el 3° nucledsidos (el niumero de
enlaces entre nucleésidos es 2) de cada uno del extremo 5'y el extremo 3' de la region de

hebra homosentido, y los enlaces entre el 1° y el 2° nucledsidos hasta entre el 2° y el 3°
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nucledsidos (el numero de enlaces entre nucledsidos es 2) del extremo 5'y los enlaces entre
el 1° y el 2° nucleédtidos hasta entre el 3° y el 4° nucledsidos (el numero de enlaces entre

nucledsidos es 3) del extremo 3' de la region de hebra antisentido, son enlaces fosforotioato.
4. Método para sintetizar oligonucleétidos

El método para preparar el oligonucleétido de la presente invencidn no esta limitado
siempre que permita la sintesis de un oligonucleétido deseado. Se puede usar un método
de sintesis quimica conocido (método de fosfotriéster, método de fosforamidita, un método de
H-fosfonato o similares). Por ejemplo, el oligonucleétido se puede sintetizar con reactivos
disponibles comercialmente para usarse en ADN/ARN usando un sintetizador de acido

nucleico disponible comercialmente.

Cuando se usa un método de fosforamidita normal, un oligonucleétido que tiene una
secuencia de nucledtidos deseada se puede sintetizar por un método descrito en la técnica
(Nucleic Acids Research, 12, 4539 (1984)) usando un sintetizador de ADN, por ejemplo,

Modelo 392 fabricado por PerkinElmer, Inc. basado en el método de fosforamidita.

Los reactivos de amidita correspondientes a varios nucledsidos se pueden obtener
comprando aquellos que estan disponibles comercialmente, o realizando sintesis por un

método conocido.

El oligonucleétido de la presente invencion se puede sintetizar mediante un método
descrito en el documento Nucleic Acids Research, 12, 4539 (1984) usando un sintetizador de
ADN disponible comercialmente (por ejemplo, Modelo 392 fabricado por PerkinElmer, Inc.
basado en el método de fosforamidita). Los reactivos de fosforamidita utilizados en la
presente pueden ser reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente para nucleésidos
naturales y 2'-O-metilnucledsidos (es decir, 2'-O-metilguanosina, 2 '-O-metiladenosina, 2'-O-
metilcitidina y 2'-O-metiluridina). Lo siguiente se aplica a 2'-O-alquilguanosinas, 2'-O-
alquiladenosinas, 2'-O-alquilsitidinas y 2' -O-alquiluridinasen las que el nimero de atomos de

carbono en el grupo 2'-O-alquilo es de 2 a 6.

Para 2'-O-aminoetilguanosina, 2'-O-aminoetiladenosina, 2'-O-aminoetilcitidina y 2'-O-
aminoetiluridina, se pueden sintetizar los reactivos de fosforamidita correspondientes de

acuerdo con el documento Blommers et al. Biochemistry (1998), 37, 17714-17725.

Para 2'-O-propilguanosina, 2'-O-propiladenosina, 2'-O-propilcitidina y 2'-O-

propiluridina, se pueden sintetizar los reactivos de fosforamidita correspondientes de acuerdo
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con el documento Lesnik, E.A. et al. Biochemistry (1993), 32, 7832-7838.

Para 2'-O-alilguanosina, 2'-O-alilladenosina, 2'-O-alilcitidina y 2'-O-aliluridina, se

pueden usar reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente.

Para 2'-O-metoxietilguanosina, 2'-O-metoxietiladenosina, 2'-O-metoxietil-5-
metilcitidina y 2'-O-metoxietil-5-metiluridina para 2'-MOE ARN, se pueden sintetizar los
reactivos de fosforamidita correspondientes de acuerdo con la patente de los Estados Unidos
Num. 6261840, o el documento Martin, P. Helv. Chim. Acta. (1995) 78, 486-504, o se pueden

usar reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente.

Para 2'-O-butilguanosina, 2' -O-butiladenosina, 2'-O-butilcitidina y 2'-O-butiluridina, se
pueden sintetizar los reactivos de fosforamidita correspondientes de acuerdo con el
documento Lesnik, E.A. et al. Biochemistry (1993), 32, 7832-7838.

Para 2'-O-pentilguanosina, 2' -O-pentiladenosina, 2'-O-pentilcitidina y 2'-O-
pentiluridina, se pueden sintetizar los reactivos de fosforamidita correspondientes de acuerdo
con el documento Lesnik, E.A. et al. Biochemistry (1993), 32, 7832-7838.

Para 2'-O-propargilguanosina, 2'-O-propargiladenosina, 2'-O-propargilcitidina y 2'-O-

propargiluridina, se pueden usar reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente.

Para 2'-desoxi-2'-fluoroguanisina, 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina, 2'-desoxi-2'-
fluorocitidina y 2'-desoxi-2'-fluorouridina para ARN 2'-F, se pueden sintetizar los reactivos de
fosforamidita correspondientes de acuerdo con el documento J. Med. Chem. 36, 831 (1993),

o se pueden usar reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente.

Para ARN 3'-F que es un nucledsido modificado en 3', se pueden sintetizar reactivos
de fosforamidita correspondientes de acuerdo con WO 2017027645 para 3'-desoxi-3' -
fluoroguanosina, W02018198076 para 3'-desoxi-3'-fluoroadenosina, US 2011/0196141 para
3'-desoxi-3'-fluorouridina.  Para 3'-desoxi-3'-fluorocitidina, la sintesis se puede realizar
mediante referencia a métodos conocidos en los documentos mencionados anteriormente y

similares.

Para el ARN 3'-OMe que es un nucledsido modificado en 3', se pueden sintetizar 3 '-
O-metilguanosina, 3' -O-metiladenosina, 3 '-O-metilcitidina y 3'-O-metiluridina usando

reactivos de fosforamidita disponibles comercialmente.

Para ARN 3'-MOE que es un nucledsido modificado en 3', 3'-O-metoxietilguanosina,
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3'-O-metoxietiladenosina, 3'-O-metoxietil-5-metilcitidina y 3'-O-metoxietil-5-metiluridina, se
pueden sintetizar los reactivos de fosforamidita correspondientes de acuerdo con US
2003/0096979.

Para 2'-0,4'-C-metilenguanosina, 2'-0,4'-C-metilenadenosina, 2'-0,4'-C-
metilenocitidina, 2'-0,4'-C-metilen-5-metilcitidina y 2'-0,4'-C-metilen-5-metiluridina para LNA,
los reactivos de fosforamidita correspondientes se pueden producir mediante un método
descrito en WO 99/14226.

Para 2'-0,4'-C-alquilenguanosinas, 2'-0,4'-C-alquilenadenosinas, 2'-0,4'-C-
alquilenocitidinas, 2'-0,4'-C-alquilen-5-metilcitidinas y 2'-O,4'-C-alquilen-5-metiluridinas en las
que el niumero de atomos de carbono en el grupo alquileno de la porcion del puente 2'-0,4'-C
es de 2 a 5, los reactivos de fosforamidita correspondientes se pueden producir mediante un
método descrito en WO 00/47599.

Para los nucledsidos sometidos a la modificacion de D-ribofuranosa con 2'-desoxi-2'-
C,4'-C-metilenoximetileno, los reactivos de fosforamidita correspondientes se pueden
sintetizar de acuerdo con el documento Wang, G. et al. Tetrahedron (1999), 55, 7707-7724.

Para S-cEt (etilo restringido), los reactivos de fosforamidita correspondientes se
pueden sintetizar de acuerdo con el documento Seth, P.P. et al. J. Org. Chem (2010), 75,
1569-1581.

Para AmNA, los reactivos de fosforamidita correspondientes se pueden sintetizar de
acuerdo con el documento Yahara, A. et al. ChemBioChem (2012), 13, 2513-2516 o WO
2014/109384.

Un oligonucleétido antisentido que tiene un enlace fosforotioato se puede sintetizar
acoplando reactivos de fosforamidita, seguido de reaccion con un reactivo tal como azufre,
disulfuro de tetraetiltiuram (TETD, Applied Biosystems), un reactivo de Beaucage (Glen
Research) o hidruro de xantano (Tetrahedron Letters, 32, 3005 (1991); J. Am. Chem. Soc.
112, 1253 (1990); PCT/WO 98/54198).

Los soportes de fase sodlida de vidrio de poro controlado (CPG) y poliestireno
disponibles comercialmente, a los que se unen un 2'-O-metilnucledésido y un 3'-O-
metilnucledsido, se pueden usar en un sintetizador. Para 2'-O,4'-C-metilenguanosina, 2'-
0,4'-C-metilenadenosina, 2'-0,4'-C-metilen-5-metilcitidina y 2'-0,4'-C-metilen-5-metiluridina,

los nucledsidos producidos por un método descrito en WO 99/14226 se pueden unir a CPG,
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y para 2'-0,4'-C-alquilenguanosinas, 2'-0,4'-C-alquilenadenosinas, 2'-O,4'-C-alquilen-5-
metilcitidinas y 2'-0,4'-C-alquilen-5-metiluridinas en las que el numero de atomos de carbono
en el alquileno es de 2 a 5, los nucledsidos producidos por un método descrito en WO
00/47599 se pueden unir a CPG de acuerdo con el documento Oligonucleotide Synthesis,
editado por M. J. Gait, Oxford University Press, 1984. La sintesis se puede realizar uniendo
cualquiera de los reactivos de fosforamidita descritos anteriormente usando resina universal.
El uso de CPG modificado (descrito en la patente japonesa abierta a consulta por el publico
n .° 7-87982, Ejemplo 12b) permite la sintesis de un oligonucleétido en el que un grupo 2-
hidroxietilfosfato se une al extremo 3'. El uso del modificador 3'-amino C3 CPG, modificador
3'-amino C7 CPG, gliceril CPG, (Glen Research), 3'-espaciador C3 SynBase CPG 1000 o 3'-
espaciador C9 SynBase CPG 1000 (tecnologias de enlace) permite la sintesis de un
oligonucledtido en el que un grupo hidroxialquilfosfato o un grupo aminoalquilfosfato se une al

extremo 3'.

Cuando un analogo de oligonucleétido se modifica con tioato, se puede obtener un
derivado de tioato por un método descrito en la técnica (Tetrahedron Letters, 32, 3005 (1991),
J. Am. Chem. Soc., 112, 1253 (1990)) usando reactivos tal como disulfuro de tetraetiltiuram
(TETD, Applied BioSystems), un reactivo de Beaucage y un disulfuro de fenilacetilo/piridina-
acetonitrilo (1 : 1 v/v) (Ravikumar, V.T. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. (2006) 16, p. 2513-

2517) ademas del azufre.

Cuando se usa un grupo protector a base de sililo tal como t-butildimetilsililo (TBS)
como grupo protector para el grupo 2'-hidroxilo del ARN, la proteccion se puede eliminar

usando fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF), HF-piridina, HF -trietilamina o similares.

La proteccion del grupo acilo de la porcidn base y el grupo cianoetilo de la porcién
fosfato se puede eliminar usando amoniaco acuoso concentrado, amoniaco metandlico,
amoniaco etandlico, un amoniaco-etanol acuoso concentrado (3 : 1 V/V) liquido mixto, una
soluciéon acuosa concentrada de amoniaco-40% de metilamina (1 : 1 V/V) liquido mixto,
metilamina, una soluciéon acuosa de LiOH 0,5 M, una solucion de trietilamina/metanol 3,5 M
(1 : 10 V/V) liquido mixto, metanol que contiene carbonato de potasio 0,05 M o similar.
Amoniaco acuoso concentrado y un liquido mixto acuoso concentrado de amoniaco-etanol
(3:1VNV).

El oligonucledtido de la presente invencién se puede obtener mediante la realizacién
de la purificacion a través de cualquier proceso de purificacion para usarse en la purificaciéon

normal de acidos nucleicos, por ejemplo, varios tipos de cromatografia tal como cromatografia
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de fase inversa y cromatografia de intercambio iénico (que incluye cromatografia liquida de

alto rendimiento).

El oligonucledtido de la presente invencion incluye un oligonucleétido al que se une
una unidad de administracion para administrar el oligonucleétido a tejidos diana o células
diana. Los ejemplos del oligonucledtido al que se une una unidad de administracion pueden
incluir oligonucleétidos en los que una unidad de una estructura quimica deseada que tiene
un grupo aminoalquilfosfato (por ejemplo, el alquilo tiene de 3 a 9 atomos de carbono) se une
a la posicion 5' del nucleoétido en el extremo 5' y/o la posicién 3'(posicion 2' en el caso de un
nucleoétido modificado en la posicion 3') del nucleétido en el extremo 3' del oligonucleétido.
Como tal unidad para la administracién, por ejemplo, una unidad de GalNAc que se une a los
receptores de asialoglico (ASGRP) de las células del parénquima hepatico, o una unidad de
acido graso (por ejemplo, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido araquidico o
acido behénico) para la administracién al higado y los tejidos musculares (ver, por ejemplo,
Nucleic Acids Res. (2020) 47, 6029-6044; WO 2017/19267) se puede usar segun corresponda.

La unidad de GalNAc es una unidad estructural que contiene N-acetil-D-galactosamina
(GalNAc) capaz de unirse a ASGRP, y se puede usar para administrar el oligonucledétido de
la presente invencion al higado. La unidad GalNAc puede tener una estructura ligadora lineal
o ramificada, y puede tener, por ejemplo, una estructura ligadora lineal, o una estructura
ligadora ramificada que diverge en dos o mas, tres o mas, o cuatro o mas ramificaciones, o
cuatro o menos, tres 0 menos, o dos o menos ramificaciones. La unidad GalNAc puede
contener un grupo fosfato o un grupo tiofosfato para unirse a un oligonucleétido. Siempre
que se mantenga la capacidad de unirse a ASGRP, el numero de GalNAc contenidos en una
unidad de GalNAc no esta limitado, y la estructura de GalNAc puede modificarse. Como
unidades de GalNAc que se pueden usar para el oligonucleétido de la presente invencion, por
ejemplo, se pueden usar las unidades de GalNAc conocidas descritas en WO 2021/049504,
WO 2009/073809, WO 2014/076196, WO 2014/179620, WO 2015/006740, WO 2015/105083,
WO 2016/055601, 2017/023817, WO 2017/084987, WO 2017/131236, Methods in
Enzymology, 1999, Vol. 313, p. 297-321 y Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 26 (2016)
3690-3693, segun corresponda.

Los ejemplos de la unidad GalNAc que se puede usar incluyen aquellos que tienen la
siguiente férmula, y se pueden ajustar adecuadamente mediante un método descrito en WO
2021/049504.

[Formula quimica 16]
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en donde la linea discontinua representa un punto de union, el atomo de oxigeno en
el punto de unién se une a un nucledtido adyacente, y forma un enlace fosfodiéster con el
grupo fosfato 5'cuando se une al nucleétido en el extremo 5', y con el grupo fosfato 3'(grupo
fosfato en la posicion 2' en el caso de un nucleétido modificado en la posicién 3') cuando se
une al nucledtido en el extremo 3', y el enlace fosfodiéster formado puede ser un enlace

fosfodiéster modificado quimicamente tal como un enlace fosforotioato.

El oligonucledtido de la presente invencion también incluye un oligonucledtido en el
que se introduce una unidad de colesterol, una unidad de lipido o una unidad de vitamina E
en el oligonucledtido (ver, por ejemplo, Lorenz, C. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 14, p. 4975-
4977 (2004); Soutschek, J., et al. Nature, 432, p. 173-178, (2004); Wolfrum, C. et al. Nature
Biotech. 25, p. 1149-1157, (2007)) Kubo, T. et al. Oligonucleotides, 17, p. 1-20, (2007); Kubo,
T., et al. Biochem. Biophys. Res. Comm. 365, p. 54-61, (2008); y Nishina, K., et al., Mol. Ther.
16, p. 734-740, (2008)), y un oligonucledtido en el que un aptdmero, que es una molécula de

acido nucleico capaz de unirse a una proteina, se une a un extremo del oligonucleétido.

El oligonucledtido de la presente invencion también incluye un oligonucledétido en el
que el oligonucleétido se une a un anticuerpo monoclonal (o una porcién de unidon adecuado
del mismo), o una proteina (o un fragmento de oligopéptido adecuado del mismo) (ver, por
ejemplo, Song, et al. Nature Biotech. 23, p. 709-717 (2005); y Xia et al. Pharm. Res. 24, p.
2309-2316 (2007), Kumar, et al. Nature, 448, p. 39-43 (2007)).

El oligonucleétido de la presente invencién también incluye un complejo cargado
positivamente obtenido mediante la adicién de un polimero catiénico al oligonucleétido (ver,

como ejemplos de donde se podria lograr la distribucion a 6rganos y células, Leng et al. J.
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Gen. Med. 7, p. 977-986 (2005), Baigude et al. 2, p. 237-241, y ACS Chem. Biol. (2007),
Yadava et al. Oligonucleotide 17, p. 213-222 (2007)).

El oligonucleétido de la presente invencion incluye todas las sales o ésteres
farmacéuticamente aceptables de los oligonucleétidos, o sales de estos ésteres. Los
ejemplos preferidos de la sal farmacéuticamente aceptable del oligonucleétido de la presente
invencion pueden incluir sales metalicas tal como sales de metales alcalinos tal como sales
de sodio, sales de potasio y sales de litio, metales alcalinotérreos tal como sales de calcio y
sales de magnesio, sales de aluminio, sales de hierro, sales de zinc, sales de cobre, sales de
niquel y sales de cobalto; sales de amina tal como sales de amina inorganica tal como sales
de amonio y sales de amina organica tal como sales de t-octilamina, sales de dibencilamina,
sales de morfolina, sales de glucosamina, sales de éster alquilico de fenilglicina, sales de
etilendiamina, sales de N-metilglucamina, guanidina sales de dietilamina, sales de trietilamina,
sales de diciclohexilamina, sales de N,N'-dibenciletilendiamina, sales de cloroprocaina, sales
de procaina, sales de dietanolamina, sales de N-bencilfenetilamina, sales de piperazina, sales
de tetrametilamonio y sales de tris(hidroximetil)aminometano; sales de acidos inorganicos tal
como sales de hidracidos halogenados tal como sales de acido fluorhidrico, sales de acido
clorhidrico, sales de acido bromhidrico y sales de acido yodhidrico, sales de acido nitrico,
sales de acido perclérico, sales de acido sulfurico y sales de acido fosférico; sales de acidos
organicos tal como sales de acido alcanosulfonico inferior tal como sales de acido
metanosulfénico, sales de acido trifluorometanosulfonico y sales de acido etanosulfénico,
sales de acido arilsulfonico tal como sales de acido bencenosulfénico y sales de acido p-
toluenosulfénico, y sales de acido acético, sales de acido malico, sales de acido fumarico,
sales de acido succinico, sales de acido citrico, sales de acido tartarico, sales de acido oxalico
y sales de acido maleico; y sales de aminoacidos tal como sales de glicina, sales de lisina,

sales de arginina, sales de ornitina, sales de acido glutaminico y sales de acido asparaginico.

El oligonucleétido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con
la presente invencion puede suprimir la expresion del ARNm de TfR2. El oligonucleétido o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la presente invencion, que
suprime la expresion del ARNm de TfR2, puede suprimir asi la produccion de hepcidina que
desempefa un papel clave en el metabolismo del hierro. Aunque el mecanismo de accién
no esta limitado, el oligonucledtido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de
acuerdo con la presente invencion se puede usar en el tratamiento o prevencion de una
enfermedad que se puede tratar o prevenir mediante la supresion de la expresion del ARNm

de TfR2 y/o la produccién de hepcidina. Un aspecto preferido es la administracién a un
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paciente con anemia, donde se puede suprimir la expresion del ARNm de TfR2, y se puede
esperar un efecto de mejora de un sintoma anémico. El oligonucleétido o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la presente invencion también se
puede usar como una composicion farmacéutica que contiene el oligonucleétido o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo como un ingrediente activo.

Una composicion farmacéutica que contiene el oligonucleétido de la presente
invencion se mezcla, encapsula o conjuga con otra molécula, estructura molecular o mezcla
de compuestos para formar, por ejemplo, un liposoma, una molécula dirigida al receptor, una
formulacién oral, rectal o local u otra formulacién para ayudar a la absorcién, distribucién y/o
absorcion. Cuando el oligonucleétido de la presente invencidn se usa como un farmaco
profilactico o un farmaco terapéutico para una enfermedad, el oligonucleétido o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo puede administrarse por si mismo, o mezclarse con
un excipiente, diluyente y similar farmacéuticamente aceptable apropiado, y administrarse por
via oral como una tableta, una capsula, un granulo, un polvo, un jarabe o similar, o
administrarse por via parenteral como una inyeccién, un supositorio, un parche, una

preparacion externa o similar.

Estas preparaciones se producen mediante métodos bien conocidos usando aditivos
tal como excipientes (ejemplos de los mismos pueden incluir excipientes organicos tal como
derivados de azucar tal como lactosa, azucar blanco, glucosa, manitol y sorbitol; derivados de
almidén tal como almidén de maiz, almidén de papa, aalmidon y dextrina; derivados de
celulosa tal como celulosa cristalina; goma arabiga; dextrano; y pululano; y excipientes
inorganicos tal como derivados de sal de acido silicico tal como acido silicico anhidro ligero,
silicato de aluminio sintético, silicato de calcio y aluminometasilicato de magnesio; sales de
acido fosférico tal como hidrogenofosfato de calcio; sales de acido carbénico tal como
carbonato de calcio; y sales de acido sulfurico tal como sulfato de calcio), lubricantes
(ejemplos de los mismos pueden incluir acido esteérico, sales metalicas de acido estearico tal
como estearato de calcio y estearato de magnesio; talco; silice coloidal; ceras tal como cera
de perlas y espermaceti; acido bérico; acido adipico; sales de acido sulfurico tal como sulfato
de sodio; glicol; acido fumarico; benzoato de sodio; DL leucina; sales de acido laurilsulfurico
tal como laurilsulfato de sodio y laurilsulfato de magnesio; acidos silicicos tal como acido
silicico anhidro e hidrato de acido silicico; y el derivados de almiddn descritos anteriormente),
aglutinantes  (ejemplos de los mismos pueden incluir hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, macrogol y los mismos compuestos que los

excipientes descritos anteriormente), disgregantes (ejemplos de los mismos pueden incluir
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derivados de celulosa tal como hidroxipropilcelulosa poco sustituida, carboximetilcelulosa,
carboximetilcelulosa calcica y carboximetilcelulosa sédica internamente reticulada; vy
almidon/celulosas quimicamente modificadas tal como carboximetilalmidon,
carboximetilalmidén sodico y polivinilpirrolidona reticulada), emulsionantes (ejemplos de los
mismos pueden incluir arcillas coloidales tal como bentonita y veegum; hidréxidos metalicos
tal como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; tensioactivos aniénicos tal como
laurilsulfato de sodio y estearato de calcio; tensioactivos catidnicos tal como cloruro de
benzalconio; y tensioactivos no idénicos tal como éteres de alquilo de polioxietileno, ésteres de
acido graso de polioxietilensorbitano y ésteres de acido graso de sacarosa), estabilizantes
(ejemplos de los mismos pueden incluir ésteres de acido paraoxibenzoico tal como
metilparabeno y propilparabeno; alcoholes tal como clorobutanol, alcohol bencilico y alcohol
feniletilico; cloruro de benzalconio; fenoles tal como fenol y cresol; timerosal, acido
deshidroacético; y acido sorbico); mejoradores del sabor y el olor (algunos ejemplos pueden

ser los edulcorantes, los agentes agrios y los aromas utilizados normalmente), y diluyentes.

El cuerpo que se somete a la introduccion de un oligonucleétido preparado como se
describié anteriormente no estéa limitado siempre que permita que un gen diana se transcriba
en ARN en su célula. El cuerpo que se va a someter a introduccion significa una célula, un

tejido o un individuo.

La célula en la que se introduce el oligonucleétido de la presente invencidn puede ser
una célula de la linea germinal, una célula somatica, una célula totipotente diferenciadora, una
célula multipotente, una célula escindida, una célula no escindida, una célula del tejido
parenquimatoso, una célula epidérmica, una célula inmortalizada, una célula transformada,

una célula nerviosa o una célula inmunitaria.

El tejido incluye un embridon unicelular o una célula constitutiva, o un embrién
multicelular, un tejido fetal y similares. Los ejemplos de una célula en diferenciacion incluyen
células adiposas, células de fibroblastos, células musculares, células miocardicas, células
endoteliales, células nerviosas, células gliales, células sanguineas, megacariocitos, linfocitos,
macréfagos, neutrofilos, eosinodfilos, basdfilos, mastocitos, leucocitos, granulocitos,
queratinocitos, células de cartilago, células de osteoblastos, células osteoclasticas, células
hepaticas y células endocrinas o exocrinas. Como ejemplos de estas células, las células
CHO-K1 (banco RIKEN Cell), las células Drosophila S2 (Schneider, I. et al., J. Embryol. Exp.
Morph., 27, p. 353-365 (1972), células HeLa humanas (ATCC: CCL-2), o células HEK 293

humanas (ATCC: CRL-1573), y similares se usan preferentemente.
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Los ejemplos de un individuo utilizado como un cuerpo que se sometera a la
introduccion del oligonucledtido de la presente invencion incluyen ademas especificamente
aquellos que pertenecen a plantas, animales, protozoos, virus, bacterias u hongos. La planta
puede ser una planta monocotiledénea, una planta dicotiledénea o una planta gimnosperma,
y el animal puede ser un vertebrado o un invertebrado. El vertebrado es preferentemente un

mamifero que incluye un ratén, una rata, un mono, un perro o un humano.

Como método para introducir el oligonucledétido de la presente invencién en un cuerpo
que se va a someter a la introduccion, se usa un método de fosfato de calcio, un método de
electroporacion, un método de lipofeccion, infeccion viral, inmersién en una solucion de 3L5-
oligonucledtido, un método de transformacién o similar cuando el cuerpo que se va a someter
a la introduccion es una célula o un tejido. Los ejemplos del método para la introduccién en
un embrién incluyen microinyeccion, un método de electroporacion e infeccion viral.  Cuando
el cuerpo a someter a la introduccion es una planta, se usa inyeccién o perfusion en la cavidad
o células intersticiales o similares de la planta, o un método de pulverizacién. En el caso de
un individuo animal, se utiliza un método de introduccién sistémica por administracion oral,
tépica, subcutanea, intramuscular, intravenosa, parenteral, transvaginal, transrectal,
transnasal, transocular o transmembrana o similar, un método de electroporacion o infeccion
viral. Como método para la introduccion oral, también se puede usar un método en el que el
oligonucledtido de la presente invencidon se mezcla directamente con el alimento para un

organismo.

Para un método para introducir el oligonucleétido de la presente invenciéon en un
paciente, se puede usar un sistema de dispersion coloidal ademas de lo anterior. Se espera
que el sistema de dispersion coloidal tenga un efecto de mejorar la estabilidad in vivo de un
compuesto, o un efecto de administrar eficientemente un compuesto a un érgano, tejido o
célula especificos. El sistema de dispersion coloidal no esta limitado siempre que se use
normalmente. Los ejemplos de los mismos pueden incluir sistemas de dispersion basados
en lipidos que incluyen complejos poliméricos, nanocapsulas, microesferas, perlas,
emulsionantes de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Se prefiere una
pluralidad de liposomas y vesiculas de membrana artificial que tienen un efecto de administrar
eficientemente un compuesto a un drgano, tejido o célula especifica (Mannino et al.,
Biotechniques, 1988, 6, p.682; Blume y Cevc, Biochem. et Biophys. Acta, 1990, 1029, p.91;
Lappalainen et al., Antiviral Res., 1994, 23, p.119; Chonn y Cullis, Current Op. Biotech., 1995,
6, p.698). Los liposomas de membrana individual que tienen un tamano en el intervalo de

0,2 a 0,4 um pueden encapsular una proporcion significativa de un amortiguador acuoso que
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contiene macromoléculas, y un compuesto se encapsula en las membranas internas acuosas
resultantes, y se administra en una forma biolégicamente activa a las células cerebrales
(Fraley et al., Trends Biochem. Sci., 1981, 6, p. 77).

Un liposoma normalmente tiene una composicion tal que un lipido, en particular, un
fosfolipido, en particular, un fosfolipido que tiene una alta temperatura de transicion de fase
normalmente se combina con uno o mas esteroides, en particular, colesteroles. Los
ejemplos de un lipido util para la produccion de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo
tal como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, esfingolipido, fosfatidiletanolamina,

cerebrésido y gangliésido.

El diacilfosfatidilglicerol es particularmente util. Aqui, la porcion lipidica contiene de
14 a 18 atomos de carbono, en particular, de 16 a 18 atomos de carbono, y esta saturado

(carece de un enlace doble en una hebra de 14 a 18 atomos de carbono).

Los fosfolipidos tipicos incluyen fosfatidilcolina, dipalmitoil fosfatidilcolina y diestearoil

fosfatidilcolina.

El direccionamiento de un sistema de dispersion coloidal de liposomas puede ser

pasivo o activo.

El direccionamiento pasivo se logra mediante el uso de la tendencia intrinseca de los
liposomas a distribuirse a las células reticuloendoteliales de un érgano que contiene capilares

sinusoidales.

Por otro lado, los ejemplos de direccionamiento activo pueden incluir unir un ligando
especifico tal como una cubierta de proteina viral (Morishita et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A), 1993. 90, p. 8474-), un anticuerpo monoclonal (0 una porcién de unién apropiado del
mismo), un azucar, un glicolipido o una proteina (o un fragmento de oligopéptido del mismo)
a liposomas, o un método en el que los liposomas se modifican cambiando la composicién de
los liposomas para lograr la distribucion a érganos y tipos de células distintos de los sitios de

localizacion de origen natural.

La superficie de un sistema de dispersion coloidal dirigido se puede modificar de varias
maneras. En un sistema de administracion en el que el direccionamiento se realiza con
liposomas, los grupos lipidicos se pueden incorporar en bicapas lipidicas de liposomas para
mantener un ligando diana en estrecha asociacion con las bicapas lipidicas. Se pueden

utilizar varios grupos de enlace para unir una cadena lipidica al ligando objetivo.
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Un ligando diana que se une a una molécula de superficie celular especifica que se
encuentra predominantemente en células a las que se desea administrar el oligonucledtido de
la presente invencion puede ser, por ejemplo, (1) una hormona, un factor de crecimiento o un
fragmento de oligopéptido apropiado del mismo que se une a un receptor celular especifico
que se expresa predominantemente por células a las que se desea administrar, o (2) un
anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento apropiado del mismo (por ejemplo, Fab;
F(ab')2) que se une especificamente a un epitopo antigénico que se encuentra
predominantemente en células diana. Dos 0 mas agentes biolégicamente activos también

se pueden combinar en un liposoma individual y administrarse.

También se puede adicionar un agente farmacolégico que mejora la estabilidad

intracelular del contenido y/o el direccionamiento al sistema de dispersion coloidal.

La cantidad del oligonucleétido de la presente invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo utilizada varia dependiendo del sintoma, la edad y similares. Es
deseable que se administre a un adulto de una a tres veces al dia dependiendo del sintoma
en una cantidad de no menos de 1 mg (preferiblemente 30 mg) y no mas de 2000 mg
(preferiblemente 1500 mg) por dosis en el caso de administracion oral, no menos de 0,5 mg
(preferiblemente 5 mg) y no mas de 1000 mg (preferiblemente 250 mg) por dosis en el caso
de administracién intravenosa o administracion subcutanea, no menos de 0,5 mg
(preferiblemente 5 mg) y no mas de 500 mg (preferiblemente 250 mg) en el caso de
administracion intratraqueal, y no menos de 0,05 mg (preferiblemente 0,5 mg) y no mas de 10
mg (preferiblemente 5 mg) en el caso de administracién intraocular. Es deseable que la
administracion se realice, dependiendo del sintoma, de una a tres veces a la semana en el
caso de un agente farmacologico que tenga una estabilidad mejorada, y de una a tres veces
al mes, o cada 3, 6, 12, 18 0 24 meses en el caso de un agente farmacolégico que tenga una

estabilidad mejorada.

Una composicion y formulacién farmacéutica para administracién topica incluye un
parche transdérmico, un ungiento, una locién, una crema, un gel, una pastilla para chupar,

un supositorio, un aerosol, una solucién y un polvo.

El oligonucledtido de la presente invencidon puede suprimir la expresion del ARNm de
TfR2. El oligonucledtido de la presente invencién tiene baja toxicidad para las células y se
puede aplicar a un producto farmacéutico que tiene alta seguridad. El oligonucleétido de la
presente invencién, que suprime la expresion del ARNm de TfR2, puede suprimir asi la

produccion de hepcidina que juega un papel clave en el metabolismo del hierro. El
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oligonucledtido de la presente invencion, que suprime la expresion del ARNm de TfR2, puede
aumentar asi la concentracién de hierro en plasma y/o la concentracién de HGB. Aunque el
mecanismo de accion no esta limitado, el oligonucleétido de la presente invencion se puede
usar en el tratamiento o prevencién de una enfermedad que se puede tratar o prevenir
mediante la supresién de la expresion de ARNm de TfR2 y/o la produccién de hepcidina. Los
ejemplos de la enfermedad incluyen anemia. Aunque el mecanismo de acciéon no esta
limitado, el oligonucledtido de iIARN de la presente invencion permite tratar o prevenir la
anemia, por ejemplo, aumentando la concentracion de HGB. EI iARN-oligonucleétido de la
presente invencion puede reducir la frecuencia y/o la cantidad de transfusién de células
sanguineas a un paciente con anemia que necesita transfusién de células sanguineas. Por
ejemplo, la frecuencia y/o la cantidad de transfusién de células sanguineas a un paciente con
anemia durante un periodo de tiempo determinado (por ejemplo, 1 dia, 1 semana, 2 semanas,
4 semanas, 8 semanas, 12 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses o 1 afo) puede
reducirse en aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente 50%,
aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente

90% o aproximadamente 100%.

La presente invencion proporciona invenciones para uso médico, que incluyen una
composicion farmacéutica para usarse en el tratamiento o prevenciéon de anemia, que
comprende el oligonucledétido de la presente invencion como un ingrediente activo, un método
para tratar o prevenir anemia, que comprende administrar una cantidad efectiva del
oligonucledtido, el oligonucleétido para usarse en el tratamiento o prevencion de anemia, y
uso del oligonucledtido de la presente invencidn en la produccion de una composicidon
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de anemia. La anemia que se puede tratar o
prevenir mediante el oligonucleétido de la presente invencion incluye, por ejemplo, anemia
asociada con inflamacién crénica (anemia de enfermedad crénica (ACD)), anemia asociada
con disfuncion de la médula ésea, anemia por deficiencia de hierro, anemia por deficiencia de
hierro refractaria al hierro (IRIDA), anemia resistente a un agente estimulante de la
eritropoyetina (ESA), anemia inducida por quimioterapia, anemia aplasica, anemia de
Diamond-Blackfan y anomalia hereditaria de la hemoglobina tal como B talasemia o
enfermedad de células falciformes. La anemia asociada con inflamacion crénica incluye, por
ejemplo, anemia asociada con enfermedad autoinmunitaria tal como reumatismo articular,
eritematosa sistémica o anemia hematolitica autoinmunitaria, anemia asociada con
enfermedad infecciosa, anemia asociada con enfermedad entérica inflamatoria tal como colitis
inflamatoria, anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad

renal crénica, anemia cancerosa, anemia asociada con sindrome de activacion de macréfagos
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y anemia asociada con enfermedad de Castleman. La anemia asociada con enfermedad
renal crénica incluye, por ejemplo, enfermedad renal que implica diabetes, enfermedad renal
que implica hipertension, sindrome nefrotico (por ejemplo, sindrome nefrético congénito del
tipo finlandés, esclerosis mesangial difusa, sindrome nefrético de lesion minima,
glomeruloesclerosis focal segmentaria, nefropatia crénica y sindrome de Galloway-Mowat),
enfermedad renal que implica glomerulonefritis crénica (por ejemplo, nefropatia IgA,
glomerulonefritis proliferativa mesangial, glomerulonefritis membranoproliferativa, nefritis de
purpura, nefritis de membrana basal antiaglomerular (sindrome de Goodpasture), sindrome
de Alport, sindrome de Epstein, nefritis de Lupus, poliangeitis microscépica, sindrome urémico
hemolitico atipico, sindrome de patela ungueal, nefropatia por fibronectina y glomerulopatia
por lipoproteinina), enfermedad renal que implica nefritis tubulointersticial cronica, enfermedad
renal que implica pielonefritis crénica, enfermedad renal que implica deposicion de amiloide,
enfermedad renal tubuloinsterticial autosémica dominante, enfermedad renal que implica
nefronoptisis y enfermedad renal que implica malformacién del rifidn (por ejemplo,
enfermedad renal poliquistica). La anemia cancerosa incluye, por ejemplo, anemia asociada
con cancer tal como mieloma multiple, leucemia aguda, leucemia crénica, cancer de pulmoén
o0 cancer de mama. La anemia asociada con disfuncion de la médula ésea incluye, por
ejemplo, anemia asociada con mielofibrosis, anemia asociada con sindrome mielodisplasico,
anemia asociada con leucemia mielomonocitica crénica (CMML), anemia asociada con
mielosupresion quimioterapéutica, anemia aplasica, anemia de Diamond-Blackfan y anemia

de Fanconi.

El oligonucledtido de la presente invencion se puede usar preferentemente en el
tratamiento o prevencion de anemia asociada con inflamacion cronica y anemia asociada con
disfuncion de la médula 6sea, y se puede usar mas preferentemente en el tratamiento o
prevencion de anemia asociada con enfermedad autoinmunitaria tal como reumatismo
articular, eritematosa sistémica o anemia hematolitica autoinmunitaria, anemia asociada con
enfermedad infecciosa, anemia asociada con enfermedad entérica inflamatoria tal como colitis
inflamatoria, anemia asociada con insuficiencia cardiaca, anemia asociada con enfermedad
renal cronica, anemia cancerosa, anemia asociada con enfermedad de Castleman, anemia
asociada con mielofibrosis, anemia asociada con sindrome mielodisplasico, anemia asociada
con leucemia mielomonocitica crénica y anemia asociada con mielosupresion

quimioterapéutica.

La presente invencién proporciona un método para tratar o prevenir la anemia, que

comprende usar el oligonucleotido de la presente invencion en combinacién con uno o mas
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de otros agentes farmacoldgicos. El oligonucledétido de la presente invencion se puede usar
en combinacién con uno o mas de otros agentes farmacolégicos siempre que se muestre el
efecto de la presente invencién. Preferentemente, el uso del oligonucleétido de la presente
invencién en combinacién con otros agentes farmacoldgicos que tienen un mecanismo de
accion diferente sobre los sintomas anémicos puede proporcionar un mayor efecto terapéutico.
Por ejemplo, para el sindrome mielodisplasico (MDS), se puede prescribir un agente
farmacologico tal como un agente estimulante de la eritropoyesis (ESA) que tiene un
mecanismo de accidon de promocion de la proliferacion de eritrocitos para tratar la anemia o
luspatercept que tiene un mecanismo de accion de promociéon de la diferenciacion de
eritrocitos para tratar la anemia, o un agente farmacoldgico tal como azacitidina que tiene un
mecanismo de accion de supresion de la metilacién del ADN y destruccion y lesion de células
anormales, y este agente farmacologico y ARNip de TfR2 tienen diferentes mecanismos de
acciéon. Porlo tanto, el uso combinado de este agente farmacoldgico y ARNip de TfR2 puede
proporcionar un efecto terapéutico mayor que el de un agente individual en MDS. Para la
anemia asociada con la enfermedad renal crénica, se puede prescribir un agente
farmacoldgico tal como esa o un inhibidor del factor inducible por hipoxia prolil hidroxilasa
(HIFPHD) que tenga un mecanismo de accion para promover la proliferacién de eritrocitos
para tratar la anemia, y este agente farmacoldgico y ARNip de TfR2 tienen diferentes
mecanismos de accién. Por lo tanto, el uso combinado de este agente farmacoldgico y
ARNip de TfR2 puede proporcionar un efecto terapéutico mayor que el de un agente individual
sobre la anemia asociada con enfermedad renal crénica. Para la mielofibrosis, se sabe que
ruxolitinib tiene un efecto terapéutico principalmente sobre sintomas tal como la
esplenomegalia (N Engl J Med 2012; 366: 799-807). Sin embargo, se sabe que el agente
farmacologico tiene un efecto limitado o ningun efecto en los sintomas anémicos, o empeora
la anemia (Journal of Hematology & Oncology 2013, 6: 79). Para el mecanismo en el que
ruxolitinib empeora la anemia, se considera que las sefales de EPO necesarias para la
proliferacion de células eritrociticas se suprimen mediante la inhibicion de JAK2. Sin
embargo, dado que ruxolitinib tiene un cierto efecto terapéutico sobre los sintomas distintos
de la anemia en la mielofibrosis, el uso combinado de ruxolitinib y ARNip de TfR2 puede
proporcionar un efecto terapéutico beneficioso sobre la anemia en la mielofibrosis. El uso en
combinacion con un inhibidor de JAK2 que no sea ruxolitinib también puede proporcionar un
efecto terapéutico beneficioso sobre la anemia en la mielofibrosis. Ejemplos del otro

inhibidor de JAK2 incluyen fedratinib, pacritinib y momelotinib.

Cuando el oligonucleétido de la presente invencidén se usa en combinacién con otros

agentes farmacoldgicos, el momento de la administracién del iARN-oligonucleétido de la
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presente invencién no se limita siempre que se muestre el efecto de la presente invencion.
Se puede administrar simultaneamente con el otro agente farmacoldgico usado en
combinacion, o se puede administrar antes o después de la administracion del otro agente
farmacoldgico usado en combinacion. Los ejemplos del agente farmacoldgico que se puede
usar en combinacion con el ARNi-oligonucledtido de la presente invencién incluyen otros
farmacos para tratar la anemia, o farmacos para tratar una enfermedad que provoca anemia.
Los ejemplos de otro farmaco para tratar la anemia incluyen ESA, un inhibidor del factor
inducible por hipoxia prolil hidroxilasa (HIFPHD), un suplemento oral de hierro, un suplemento
intravenoso de hierro, danazol y luspatercept. Ejemplos de ESA incluyen epoetina alfa,
epoetina beta, epoetina beta pegol, epoetina kappa o darbepoetina alfa. Los ejemplos de un
inhibidor de HIFPHD incluyen roxadustat, vadadustat, daprodustat, enarodustat y molidustat.
Los ejemplos de un suplemento de hierro oral incluyen citrato ferroso, citrato férrico, fumarato
ferroso, pirofosfato férrico soluble y sulfuro de hierro seco. Los ejemplos de un suplemento
intravenoso de hierro incluyen carboximaltosa férrica y 6xido de hierro que contiene azucar.
Los ejemplos de un farmaco para tratar una enfermedad que provoca anemia incluyen un
farmaco para tratar la mielofibrosis, un farmaco para tratar el sindrome mielodisplasico, un
farmaco para tratar la enfermedad renal crénica o un agente anticancer. Los ejemplos de un
farmaco para tratar la mielofibrosis incluyen un inhibidor de JAK2. Los ejemplos de un
inhibidor de JAK2 incluyen ruxolitinib, fedratinib, pacritinib y momelotinib. Se prefiere su uso
en combinacion con ruxolitinib. Los ejemplos de un farmaco para tratar el sindrome
mielodisplasico incluyen azacitidina y lenalidomida. Se prefiere su uso en combinacioén con
azacitidina o lenalidomida. Los ejemplos de un farmaco para tratar la enfermedad renal
crénica incluyen un inhibidor de SGLT2 (cotransportador de glucosa de sodio 2), un inhibidor
del sistema renina-angiotensina (por ejemplo, un antagonista del receptor de angiotensina Il
(ARB) y un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)), un antagonista de
calcio, un farmaco diurético, un farmaco para tratar la diabetes, un farmaco para tratar la
hiperlipidemia, un esteroide o un farmaco inmunosupresor. Los ejemplos del agente
anticancerigeno incluyen un farmaco quimioterapéutico. Los ejemplos de un farmaco

quimioterapéutico incluyen cisplatino, carboplatino, doxorrubicina, paclitaxel y amrubicina.

El oligonucledtido de la presente invencién se puede usar en combinacion con un
farmaco para tratar el trastorno por sobrecarga de hierro. Cuando se realiza una transfusion
de células sanguineas para el tratamiento de la anemia, se puede desarrollar un trastorno por
sobrecarga de hierro debido a la transfusion frecuente de células sanguineas. El trastorno
por sobrecarga de hierro es una condicion patolégica provocada por la acumulacién de hierro

derivado de células sanguineas transfundidas en tejidos del higado o del corazén, y puede
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producir insuficiencia hepatica, insuficiencia cardiaca, diabetes, dolor articular, hipotiroidismo,
pérdida de la funcion hipofisaria, disfuncion sexual o similares. Por lo tanto, un farmaco para
tratar el trastorno por sobrecarga de hierro se puede usar para tratar o prevenir el trastorno
por sobrecarga de hierro en el tratamiento de la anemia, y se puede usar preferiblemente en
combinacion con el oligonucleétido de la presente invencion. Los ejemplos de un farmaco
para tratar el trastorno por sobrecarga de hierro incluyen un agente quelante de hierro, y los

ejemplos del agente quelante de hierro incluyen Deferasirox, Deferoxamina y Deferiprona.

Ejemplos

(Ejemplos 1 a 82)

Cada uno de los compuestos de los Ejemplos 1 a 82 que se muestran en la Tabla 1 es
un oligonucledtido de doble hebra que consiste en una region de hebra homosentido y una
region de hebra antisentido que son oligonucleétidos que son independientes entre si. Las
regiones complementarias de la region de hebra homosentido y la region de hebra antisentido
consisten todas en ARN natural (es decir, A(R), G(R), C(R) y U(R)). Cada enlace entre
nucleodsidos es un enlace fosfodiéster que no estd modificado quimicamente. La region de
hebra antisentido en el compuesto de cada Ejemplo es un oligonucledétido que tiene una region
complementaria que consiste en una secuencia completamente complementaria a cada
secuencia diana (secuencia de nucleotidos intercalada entre la posicion de inicio y la posicion
final) que se muestra en la Tabla 1 y en la que dos T(D) consecutivos se unen como una
estructura saliente al extremo 3’ de la region complementaria. La regién de hebra
homosentido en el compuesto de cada Ejemplo es un oligonucleétido que tiene una region
complementaria que consiste en una secuencia completamente complementaria a la
secuencia de nucledtidos en la region complementaria de la regién de hebra antisentido
correspondiente y en la que dos T(D) consecutivos se unen como una estructura saliente al
extremo 3' de la region complementaria. En el compuesto del Ejemplo 61, los 19 pares de
base en AD-47826 que es ARNip para TfR2 humano (hTfR2) que se muestra en WO
2012/177921 son ARN natural, y dos T(D) consecutivos se unen como una estructura saliente

al extremo 3' de cada una de la region de hebra homosentido y la region de hebra antisentido.

Los compuestos de la Tabla 1 se sintetizaron usando un método de fosforamidita
(Nucleic Acids Research, 12, 4539 (1984), Nature Communications 6, numero de articulo:
6317 (2015)). El compuesto de cada Ejemplo se identificdé por espectrometria de masas ESI
de iones negativos. La Tabla 1 muestra los resultados. En el compuesto de cada Ejemplo,

una regién de hebra homosentido y una regién de hebra antisentido, cada una de las cuales
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se habia sintetizado por separado, se pusieron en cantidades equimolares en un tubo, y se

hibridaron, y luego se confirmé que formaban un oligonucleétido de doble hebra usando un

gel no modificado.

Tabla 1-1
Posicion Peso Peso
Posicién
inicial de molecular de | molecular
final de la
Ejemplo | Nombre del compuesto la ~ | laregion de | de la region
secuencia
secuencia _ la hebra de la hebra
diana

diana homosentido | antisentido
1 TfR2-001 2657 2675 6646,37 6649,27
2 TfR2-002 1114 1132 6624,72 6685,04
3 TfR2-003 399 417 6734,91 6548,29
4 TfR2-004 2157 2175 6652,11 6629,77
5 TfR2-005 2497 2515 6583,01 6715,25
6 TfR2-006 1669 1687 6667,45 6628,97
7 TfR2-007 2543 2561 6551,67 6733,92
8 TfR2-008 918 936 6653,14 6628,17
9 TfR2-009 2658 2676 6644,50 6633,72
10 TfR2-010 2180 2198 6559,74 6722,03
11 TfR2-011 1446 1464 6563,57 6729,86
12 TfR2-012 1843 1861 6752,25 6540,43
13 TfR2-013 1236 1254 6692,84 6605,73
14 TfR2-014 1824 1842 6552,53 6748,08

80



15 TfR2-015 2667 2685 6734,68 6550,24
16 TfR2-016 1042 1060 6480,05 6820,56
17 TfR2-017 2659 2677 6607,34 6678,06
18 TfR2-018 2680 2698 6611,58 6669,11
19 TfR2-019 2847 2865 6655,76 6613,08
20 TfR2-020 2544 2562 6529,26 6757,86
21 TfR2-021 2181 2199 6520,08 6760,85
22 TfR2-022 1671 1689 6649,91 6645,88
23 TfR2-023 1788 1806 6518,94 6777,18
24 TfR2-024 1233 1251 6706,11 6605,52
25 TfR2-025 2499 2517 6564,16 6716,94
26 TfR2-026 2422 2440 6654,04 6611,86
27 TfR2-027 1141 1159 6695,40 6621,10
28 TfR2-028 2175 2193 6682,89 6631,59
29 TfR2-029 1837 1855 6696,91 6583,11
30 TfR2-030 2534 2552 6523,62 6771,59
31 TfR2-031 1787 1805 6559,13 6752,32
32 TfR2-032 917 935 6666,78 6630,22
33 TfR2-033 2636 2654 6643,05 6656,46
34 TfR2-034 894 912 6626,34 6667,53
35 TfR2-035 2145 2163 6671,56 6621,64
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Tabla 1-2

Posicion Peso Peso
Posicion
inicial de molecular de | molecular
final de la
Ejemplo | Nombre del compuesto la | laregion de | de la region
secuencia
secuencia . la hebra de la hebra
diana

diana homosentido | antisentido
36 TfR2-036 1308 1326 6625,92 6667,59
37 TfR2-037 2645 2663 6628,83 6668,09
38 TfR2-038 2824 2842 6764,86 6546,52
39 TfR2-039 1536 1554 6652,30 6646,75
40 TfR2-040 1841 1859 6778,08 6502,47
41 TfR2-041 2545 2563 6523,60 6740,06
42 TfR2-042 504 522 6695,27 6620,27
43 TfR2-043 93 111 6565,85 6746,68
44 TfR2-044 414 432 6643,58 6649,31
45 TfR2-045 415 433 6620,18 6691,65
46 TfR2-046 2143 2161 6670,24 6661,91
47 TfR2-047 1743 1761 6645,61 6666,08
48 TfR2-048 1998 2016 6689,93 6641,90
49 TfR2-049 1845 1863 6677,87 6606,31
50 TfR2-050 1842 1860 6780,09 6501,11
51 TfR2-051 1069 1087 6543,54 6773,30
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52 TfR2-052 1742 1760 6672,60 6628,87
53 TfR2-053 2646 2664 6627,88 6673,84
54 TfR2-054 1623 1641 6623,58 6676,32
55 TfR2-055 2425 2443 6660,18 6610,74
56 TfR2-056 2423 2441 6675,54 6590,43
57 TfR2-057 2634 2652 6630,83 6670,68
58 TfR2-058 64 82 6701,99 6600,48
59 TfR2-059 1585 1603 6652,70 6631,57
60 TfR2-060 1668 1686 6687,20 6631,76
61 TfR2-061 241 259 6610,06 6701,54
62 TfR2-062 1746 1764 6567,92 6732,37
63 TfR2-063 2004 2022 6671,13 6645,01
64 TfR2-064 396 414 6696,31 6588,21
65 TfR2-065 1748 1766 6565,91 6732,86
66 TfR2-066 2800 2818 6605,37 6707,92
67 TfR2-067 397 415 6696,17 6593,60
68 TfR2-068 306 324 6557,51 6786,94
69 TfR2-069 1234 1252 6708,31 6607,12
70 TfR2-070 2427 2445 6660,36 6593,84
Tabla 1-3
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Posicion Peso Peso
Posicion
inicial de molecular de | molecular
final de la
Ejemplo | Nombre del compuesto la | laregion de | de la region
secuencia
secuencia . la hebra de la hebra
diana

diana homosentido | antisentido
71 TfR2-071 2681 2699 6589,66 6709,78
72 TfR2-072 2799 2817 6605,45 6709,89
73 TfR2-073 465 483 6624,81 6692,06
74 TfR2-074 1312 1330 6591,52 6696,28
75 TfR2-075 1687 1705 6671,36 6632,90
76 TfR2-076 2553 2571 6551,07 6701,44
77 TfR2-077 2684 2702 6535,41 6751,70
78 TfR2-078 994 1012 6764,41 6547,17
79 TfR2-079 1789 1807 6559,74 6737,30
80 TfR2-080 66 84 6676,65 6641,69
81 TfR2-081 1468 1486 6719,88 6610,66
82 TfR2-082 2647 2665 6631,34 6671,27

La "posicion de inicio de la secuencia diana" y la "posicidn final de la secuencia diana"
en las tablas indican cada una la posicion de una base en la secuencia de nucleétidos del
ARNm de TfR2 humano expuesta como SEQ ID NO: 1. El compuesto de cada Ejemplo es un
oligonucledtido de hebra doble cuya secuencia diana es una secuencia de nucledtidos
intercalada entre la posicion de inicio y la posicién final. Es decir, en cada Ejemplo, la region
de hebra antisentido tiene una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos
intercalada entre la posicion de inicio y la posicidn final de la secuencia diana, y la regién de

hebra homosentido tiene una secuencia complementaria a la region de hebra antisentido.
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Por ejemplo, en el compuesto del Ejemplo 19 (TfR2-019), la secuencia de la regién
complementaria de la region de hebra homosentido es 5 CGUGGAGUUUCAAUAUCAA 3'
(SEQID NO: 43), y la secuencia de la region complementaria de la region de hebra antisentido
es 5' UUGAUAUUGAAACUCCACG 3' (SEQ ID NO: 44). En el compuesto del Ejemplo 39
(TfR2-039), la secuencia de la region complementaria de la region de hebra homosentido es
5" ACCUCAAAGCCGUAGUGUA 3' (SEQ ID NO: 45), y la secuencia de la region
complementaria de la regiéon de hebra antisentido es 5 UACACUACGGCUUUGAGGU 3'
(SEQ ID NO: 46). Dos T(D) consecutivas se unen como una estructura saliente al extremo
3' de la regidon complementaria en cada una de la region de hebra homosentido y la region de
hebra antisentido del compuesto de cada Ejemplo en la Tabla 1. El residuo en cada una de
la posicion 5' del nucleétido en el extremo 5' y la posicion 3' del nucledétido en el extremo 3' de
cada oligonucleétido es un grupo hidroxilo en el que un atomo de hidrégeno esta unido a un
atomo de oxigeno en el diagrama estructural anterior de cada nucledsido. El "peso
molecular" en las tablas indica un valor medido por espectrometria de masas ESI de iones

negativos.
(Ejemplos 83 a 184)

Cada uno de los compuestos de los Ejemplos 83 a 133 que se muestran en la Tabla 2
es un oligonucledtido de hebra individual en el que el residuo en la posicion 3’ (posicion 2' en
el caso de un nucleétido modificado en la posiciéon 3') del nucleétido en el extremo 3' de la
region de hebra homosentido y el residuo en la posicion 5' del nucleétido en el extremo 5' de
la regidon de hebra antisentido estan conectados por un ligador representado por la férmula
(Z) anterior. La region complementaria de la regién de hebra homosentido y la region
complementaria de la region de hebra antisentido forman una estructura de doble hebra.
Cada uno de los compuestos de los Ejemplos 134 a 184 que se muestran en |la Tabla 3 es un
oligonucledtido de doble hebra que tiene una regiéon de hebra homosentido y una region de

hebra antisentido que son oligonucledtidos que son independientes entre si.

Los compuestos del Ejemplo 180 (TfR2-019. 94DUG. s1) y Ejemplo 181 (TfR2-019.
94DUG. s2) son ARNip en el que cada una de las estructuras protuberantes en el extremo 3'
de las regiones de hebra antisentido en el compuesto del Ejemplo 169 (TfR2-019. 94DUG) es
un nucledtido, o no esta presente. Los compuestos del Ejemplo 182 (TfR2-019. 94DUG. e1)
y Ejemplo 183 (TfR2-019. 94DUG. e2) son ARNip que se dirige a una secuencia obtenida
extendiendo la secuencia diana en el compuesto del Ejemplo 19 (TfR2-019) (es decir, la

secuencia de las posiciones 2847 a 2865 en SEQ ID NO: 1) hacia el lado del extremo 5'por 1
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0 2 nucledtidos en longitud de hebra (es decir, la secuencia 2846 a 2865 y la secuencia 2845
a 2865, respectivamente, de SEQ ID NO: 1), y tienen longitudes de hebra de regién
complementaria de 20 pb y 21 pb, respectivamente. El compuesto del Ejemplo 184 (TfR2-
019. 94DUG. e3) es ARNip en el que la estructura saliente en el extremo 3' de la regién de
hebra antisentido en el compuesto del Ejemplo 169 (TfR2-019. 94DUG) es G(M)U(M).

Los compuestos de los Ejemplos 83 a 184 que se muestran en las Tablas 2 y 3 se
sintetizaron de la misma manera que en los Ejemplos 1 a 82. DMT-etano-Diol fosforamidita
(ChemGene, Numero de catalogo: CLP-2250) en la sintesis de la porcién "2" y un método
descrito en WO 2012/074038, el Ejemplo 12 se uso en la sintesis de la porcion "Z" en la
secuencia. La porcion "2'-O-metilnucledsido” se sintetizé usando una fosforamidita descrita
en Nucleic Acids Research 17, 3373 (1989). La porcién "ADN" se sintetizd usando una
fosforamidita descrita en Nucleic Acids Research 11, 4539 (1984). La porcion "3'-O-
metilnucledsido" se sintetiz6 usando 3'-O-metil adenosina (n-bz) CED fosforamidita
(ChemGene, Numero de catalogo: ANP-2901), 3'-O-metil citidina (n-bz) CED fosforamidita
(ChemGene, Num. de catalogo: ANP-2902), 3'-O-metil guanosina (n-ibu) CED fosforamidita
(ChemGene, Num. de catdlogo: ANP-2903), o 3'-O-metil uridina CED fosforamidita
(ChemGene, NUm. de catalogo: ANP-2904). La porcién "2'-0O,4'-C-metilennucleésido” se
sintetiz6 usando una fosforamidita descrita en WO 99/14226. La porcién "2'-desoxi-2'-
fluoronucledsido" se sintetizd usando una fosforamidita descrita en J. Med. Chem. 36, 831
(1993). La porcion "2'-O-metoxietilnucledsido” se sintetizd usando una fosforamidita descrita
en Helv. Chim. Acta 78, 486-504 (1995). La porcion "GN" se sintetizé usando una
fosforamidita descrita en WO 2019/172286, Ejemplo de Referencia 41. Para los compuestos
de los Ejemplos 134 a 179, la secuencia de nucledtidos de la region de hebra homosentido se
muestra en las Tablas 3-1 a 3-5, y la secuencia de nucledtidos de la regiéon de hebra
antisentido se muestra en las Tablas 3-6 a 3-10. Para los compuestos de los Ejemplos 180
a 184, la secuencia de nucledtidos de la region de hebra homosentido se muestra en la Tabla
3-11, y la secuencia de nucleétidos de la region de hebra antisentido se muestra en la Tabla
3-12.

En cada uno de los compuestos de los Ejemplos 134 a 184, una region de hebra
homosentido y una region de hebra antisentido se colocaron en cantidades equimolares en
un tubo, y se hibridaron, y luego se confirmé que formaban un oligonucleétido de doble hebra

mediante el uso de un gel no modificado o una HPLC.

Tabla 2-1
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Ejemplo

Nombre del

compuesto

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

Peso

molecular

Valor

tedrico

SEQ
ID NO

83

TfR2-003.
5

G(M)»U(M)A"G(M)A(M)G(F)G(M)A
(FUF)G(F)UM)C(M)AM)AM)C(
M)UM)AM)U(M)G(M)A(M)Z
UM)"C(F)*AM)UM)AM)G(F)U(
M)UF)G(F)AMM)C(M)AM)UM)C(
F)C(M)U(F)C(M)AM)C(M)*U(M)"
U(M)

13637,49

13635,29

84

TfR2-005.
5

G(M)*C(M)*UM)C(M)C(F)UM)C(
F)G(F)C(F)UM)UM)G(M)A(M)A(
M)UM)G(M)AM)U(M)U(M)Z
AM)"A(F)*U(M)C(M)AM)U(F)U(
M)C(F)AF)AMM)G(M)C(M)G(M)A(
F)G(M)G(F)AM)G(M)C(M)"U(M)*
U(M)

13651,48

13650,29

85

TfR2-006.
5

U(M)*"G(M)*G(M)G(M)C(F)AM)G
(FAF)CFUM)CM)UM)C(M)U(
M)AM)U(M)G(M)A(M)A(M)Z
UM)*U(F)*CIMAM)UM)AF)G(
M)A(F)G(F)AM)G(M)U(M)C(M)U(
F)G(M)C(F)C(M)C(M)A(M)"U(M)A
UM)

)
)

13647,17

13650,29

86

TfR2-022.
5

G(M)*G(M)*C(M)AM)G(F)AM)C(
F)U(F)C(F)UM)CM)U(M)AM)U(
M)G(M)A(M)A(M)C(M)A(M)Z
UM)"G(F)"U(M)UM)C(M)A(F)U(
M)A(F)G(F)AM)G(M)AM)G(M)U(
F)C(M)U(F)G(M)C(M)C(M)*U(M)*
U(M)

13648,50

13650,29

87

TfR2-039.
5

AM)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(
F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(
M)G(M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z

U(M)"A(F)"C(M)AM)C(M)U(F)A(

13652,26

13650,29

87



M)C(F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)U
(FIGIMA(F)G(M)G(M)U(M)"U(M)
"U(M)

88

TfR2-046.

5

G(M*C(M)G(M)AM)C(F)U(M)G
(F)A(F)C(F)AM)C(M)G(M)C(M)A(
M)U(M)G(M)U(M)AM)C(M)Z
G(M)*U(F)*A(M)C(M)A(M)U(F)G(
M)C(F)G(F)UM)G(M)UM)C(M)A(
F)G(M)U(F)C(M)G(M)C(M)*U(M)*
u(M)

13676,17

13680,29

89

TfR2-065.

5

AM)*G(M)"C(M)AM)G(F)UM)G(
F)C(F)C(F)UMAM)UM)U(M)C(
M)C(M)U(M)U(M)C(M)A(M)Z
U(M)"G(F)"AM)A(M)G(M)G(F)A(
M)A(F)U(F)AM)G(M)G(M)C(M)A(
F)C(M)U(F)G(M)C(M)U(M)*U(M)*
U(M)

13647,20

13650,29

90

TfR2-007.

5

AM)Y*C(M)*C(M)UM)C(F)U(M)C(
FAF)UFUM)GM)C(M)UM)G(
M)A(M)U(M)C(M)A(M)A(M)Z
UM)*U(F)*G(M)AM)UM)C(F)A(
M)G(F)C(F)AM)AM)U(M)G(M)A(
F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*
U(M)

13632,75

13635,29

91

TfR2-013.

5

G(M)A"G(MMC(M)UM)A(F)G(M)U
(F)G(F)G(F)UM)C(M)AM)AM)C
(MAMAM)UM)C(M)AM)Z
UM)"G(F)"AM)U(M)U(M)G(F)U(
M)U(F)G(F)AMM)C(M)C(M)AM)C(
F)UMMA(F)G(M)C(M)C(M)"U(M)*
U(M)

13648,57

13650,29

10

92

TfR2-019.

5

C(MAG(MYMU(M)G(M)G(F)A(M)G
(FMUF)U(F)UM)C(M)AM)AM)U(
M)AM)U(M)C(M)AM)A(M)Z

13617,57

13620,29

11

88



UM)*U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)U(
M)UF)G(F)AMAMAM)C(M)U(
F)C(M)C(F)AM)C(M)G(M)"U(M)*
U(M)

Tabla 2-2

Ejemplo

Nombre del

compuesto

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

Peso

molecular

Valor

tedrico

SEQ

NO

93

TfR2-037.
5

AMYAC(M)Y*C(M)C(M)U(F)AM)A(F)U(F
)JG(FUM)G(MAM)CM)GM)GM)UM
JC(MAM)UM)Z
AMYMU(F)"G(M)A(M)C(M)C(F)G(M)U(F
)C(F)AM)C(M)AM)UM)U(F)AM)G(F)
G(M)G(MUM)*U(M)*U(M)

13652,76

13650,29

12

94

TfR2-076.
5

G(M)*"C(M)*U(M)G(M)A(F)U(M)C(F)A(F
)A(F)UM)UM)U(M)C(M)U(M)C(M)A(M)
UM)UM)AM)Z
U(MYMA(F)PAM)U(M)G(M)A(F)G(M)A(F
JA(F)AM)UM)UM)G(M)A(F)U(M)C(F)
AM)G(M)C(M)MU(M)*U(M)

13602,76

13605,29

13

95

TfR2-077.
5

U(M)MA(M)*G(M)C(M)A(F)U(M)C(F)C(F
JC(FUMUM)C(MAM)AM)UM)C(M)
AM)C(M)A(M)Z
UM)?G(F)*UM)G(M)AM)U(F)UM)G(
F)A(F)AM)G(M)G(M)G(M)A(F)U(M)G(F
JC(MU(MAM)*U(M)?U(M)

13632,45

13635,29

14

96

TfR2-081.
5

CM*UM)?GM)G(M)G(F)AM)C(F)G(
F)G(FUM)G(M)GM)UM)G(M)AM)C(
M)U(M)U(M)U(M)Z
AMYMA(F)MA(M)G(M)U(M)C(F)A(M)C(F
JC(F)AM)C(M)C(M)G(M)U(F)C(M)C(F)
CIMAM)GM)*U(M)*U(M)

13682,43

13680,29

15

89



97

TfR2-061.

5

C(M)*AM)AG(M)G(M)C(F)AM)G(F)C(F
)C(FAM)A(M)AM)C(M)C(M)U(M)C(M)
AM)U(M)U(M)Z
AM)MA(F)AUM)G(M)AM)G(F)G(M)U(F
JU(F)UM)G(M)G(M)C(M)U(F)G(M)C(F)
C(M)U(M)G(M)MU(M)AU(M)

13666,44

13665,29

16

98

TfR2-006.

3

UM)"G(M)*"G(M)G(M)C(D)A(M)G(D)A(
D)C(D)UM)C(M)UM)C(M)U(M)AM)U(
M)G(M)A(M)A(M)Z
UM)*T(D)*C(M)A(M)U(M)A(D)G(M)A(
D)G(D)AM)G(M)UM)C(M)T(D)G(M)C(
D)C(M)C(M)AM)*UM)*U(M)

13496,61

13498,37

17

99

TfR2-007.

3

AM)*C(M)*C(M)UM)C(D)U(M)C(D)A(
D)T(D)U(M)G(M)C(M)U(M)G(M)AM)U(
M)C(M)A(M)A(M)Z
UM)*T(D)*G(M)A(M)U(M)C(D)AM)G(
D)C(D)AM)AM)U(M)G(M)A(D)G(M)A(
D)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13481,10

13483,36

18

100

TfR2-013.

3

G(M)*G(M)*C(M)UM)A(D)G(M)T(D)G(
D)G(D)U(M)C(M)A(M)AM)C(M)AM)A(
M)U(M)C(M)A(M)Z
UM)"G(D)"AM)UM)UM)G(D)UM)T(
D)G(D)A(M)C(M)C(M)AM)C(D)UM)A(
D)G(M)C(M)C(M)*UM)*U(M)

13496,24

13498,40

19

101

TfR2-019.

3

C(M)*G(M)"U(M)G(M)G(D)AM)G(D)T(
D)T(D)U(M)C(M)AM)AM)U(M)AM)U(
M)C(M)A(M)A(M)Z

UM T(D)*"G(M)A(M)U(M)A(D)UM)T(D
)JG(D)AM)AM)AM)C(M)T(D)C(M)C(D)
AM)C(M)G(M)*U(M)*U(M)

13507,44

13510,47

20

102

TfR2-039.

3

AM)AC(M)?C(M)U(M)C(D)AMM)A(D)A(
D)G(D)CM)CM)G(M)UM)AM)G(M)U(
M)G(M)U(M)A(M)Z
U(M)*A(D)Y*C(M)A(M)C(M)T(D)AM)C(D

13496,54

13498,37

21

90



)G(D)G(M)C(M)UM)UM)T(D)G(M)A(D)
G(M)GMUM)*U(M)*U(M)

Tabla 2-3

Ejemplo

Nombre del

compuesto

Secuencia de nucleétidos (5'-3")

Peso

molecular

Valor

tedrico

SEQ

NO

103

TfR2-076.
3

G(M)AC(MYAU(M)G(M)A(D)U(M)C(D)A(
D)A(D)U(M)U(M)U(M)C(M)U(M)C(M)A(
M)U(M)U(M)A(M)Z

U(M)*A(D YA A(M)U(M)G(M)A(D)G(M)A(
D)A(D)A(M)U(M)U(M)G(M)A(D)U(M)C(
D)AM)G(M)C(MY*U(M)*U(M)

13422,42

13425,29

13

104

TfR2-006.
6

UM)"G(M)*"G(M)G(M)C(F)AM)G(F)A(
F)C(F)UM)C(M)UM)C(M)U(M)AM)U(
M)G(M)A(M)A(M)Z
U(M)*U(F)*C(M)AM)U(M)A(F)G(M)A(
M)G(F)AM)G(M)UM)C(M)U(F)G(M)C(
F)C(M)C(M)AM)*U(M)*U(M)

13661,03

13662,32

105

TfR2-007.
6

AMMC(MMC(M)UM)C(F)U(M)C(F)A(F
JU(FUM)G(M)C(M)U(M)G(M)AM)U(M
JC(MAM)AM)Z
UM)*U(F)*G(M)AM)UM)C(F)AM)G(
M)C(F)AMAM)UM)G(M)A(F)G(M)A(
F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13645,38

13647,32

106

TfR2-013.
6

GM)*G(M)*C(M)UM)A(F)GM)U(F)G(
F)G(F)UM)C(M)AM)AM)C(M)AM)A(
M)U(M)C(M)A(M)Z
UM)"G(F)"AM)UM)UM)G(F)U(M)U(
M)G(F)A(M)C(M)C(M)AM)C(F)UM)A(
F)G(M)C(M)C(M)*UM)*U(M)

13661,03

13662,32

10

107

TfR2-019.
6

C(M*G(M)MU(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(
F)U(F)UM)C(M)AM)AM)U(M)AM)U(
M)C(M)AM)A(M)Z

13630,35

13632,32

11

91



UM)*U(F)*G(M)AM)UM)A(F)U(M)U(
M)G(F)AM)A(M)AM)C(M)U(F)C(M)C(
F)AM)C(M)G(M)*U(M)*U(M)

7108

TfR2-039.

6

AMMC(M)AC(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F
)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AM)G(M)UM
)G(MUM)AM)Z
U(M)"A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(
M)G(F)G(M)C(M)UM)UM)U(F)G(M)A(
F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13660,75

13662,32

109

TfR2-076.

6

G(M)*"C(M)*U(M)G(M)A(F)U(M)C(F)A(F
AR UMUMUM)C(M)UM)C(M)AM
JUM)UM)A(M)Z
UM)"A(FY*AM)UM)G(M)A(F)G(M)A(
M)AF)AM)UM)U(M)G(M)A(F)U(M)C(
F)AM)G(M)C(M)*U(M)*U(M)

13615,42

13617,32

13

110

TfR2-039.

8

AD)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)
G(F)C(M)CM)GM)UM)AM)G(M)U(M)
G(M)U(M)A(M)Z
U(M)"A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(
M)G(F)G(M)C(M)UM)UM)U(F)G(M)A(
F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13635,56

13632,29

111

TfR2-039.

9

AD)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)
G(F)C(M)CM)GM)U(M)AM)G(M)U(M)
G(M)U(M)A(M)Z
U(M)*A(F)*"C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(F
)G(M)G(M)C(M)UM)UM)U(F)G(M)A(F
)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13633,74

13632,29

112

TfR2-039.

10

AMMC(M)AC(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F
)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AM)G(M)UM
)G(MUM)AM)Z
T(D)*A(F)*C(M)AMM)C(M)U(F)AM)C(F)
G(F)GIM)C(MUM)U(M)U(F)G(M)A(F)
GM)GMUM)*U(M)*U(M)

13636,50

13634,29

22

92



AMYAC(MY*C(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F
)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AMM)G(M)U(M

TfR2-039. |)G(M)U(M)A(M)Z
113 13649,50 | 13646,32 | 22
11 T(D)*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(M
)G(F)GM)C(M)UM)UM)U(F)G(M)A(F)
G(M)G(M)UM)AU(M)AU(M)
Tabla 2-4
SEQ
Nombre del Peso Valor
Ejemplo Secuencia de nucledtidos (5'-3") o ID
compuesto molecular | tedrico
NO
AMY*C(M)?MC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U
TfR2-039. |(M)G(M)U(M)A(M)Z
114 13650,20 | 13646,32 |22
12 T(D)*A(F)*"C(M)AM)C(M)U(F)A(M)C(
F)G(M)G(M)C(M)U(M)UM)U(F)G(M)A
(FYGM)G(MUM)*U(M)*U(M)
C(D"G(MMU(MYG(M)G(F)AM)G(F)U
(FUFUM)CMAM)AM)U(M)A(M)
TfR2-019. |UM)C(M)A(M)A(M)Z
115 13605,92 |13602,29 |11
8 UM)AU(F)AMG(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(
M)G(F)A(M)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FHAM)CM)G(M)*U(M)*U(M)
C(D"G(MMU(MYG(M)G(F)AM)G(F)U
(FUFUM)CMAM)AM)U(M)A(M)
TfR2-019. |UM)C(M)A(M)A(M)Z
116 13599,79 |13602,29 |11
9 UM)AU(F)AG(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(
F)G(M)A(M)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FHAM)CM)G(M)*U(M)*U(M)
C(M"G(M)AU(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U
TfR2.019. (FTOU(M)CMAM)AM)U(M)A(M)
117 15 UM)C(M)*A(M)*A(D)Z 13633,59 |13630,46 |23

UM)?U(F)*GM)AM)U(MA(F)UM)U(
M)G(F)A(M)AM)A(M)C(M)U(F)C(M)C

93



(FAM)CM)G(M)*U(M)*U(M)

118

TfR2-019.

17

C(MY*G(M)"U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U
(FTOUMC(MAM)AM)U(M)AM)
U(M)C(M)*"A(M)*A(D)Z
UM)?U(F)*GIM)AM)U(MA(F)UM)U(
F)G(M)A(M)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FAM)CM)GM)Y*UM)*U(M)

13634,22

13630,46

23

119

TfR2-039.

19

AM)*C(M)*C(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AM)G(M)U
(M)G(M)UM)AM)Z
U(M)"A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(
M)G(M)G(M)C(M)UM)UM)U(F)G(M)
A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13675,42

13674,35

120

TfR2-039.

20

AM)*C(M)*C(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AM)G(M)U
(M)G(M)UM)AM)Z
T(D)*A(F)*C(M)AMM)C(M)U(F)AM)C(
M)G(M)G(M)C(M)UM)UM)U(F)G(M)
A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13662,17

13658,35

22

121

TfR2-039.

21

AM)C(M)*CM)UM)C(F)AMM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U
(M)G(M)U(M)A(3M)Z
UM)*A(F)"CM)AM)C(M)U(F)AM)C(
F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)U(F)G(M)A
(FIGIM)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13650,03

13650,29

122

TfR2-039.

22

AM)C(M)*CM)UM)C(F)AMM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U
(M)G(M)U(M)A(3M)Z
UM)*A(F)"CM)AM)C(M)U(F)AM)C(
M)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)U(F)G(M)A
(FIGIM)G(M)UM)*U(M)*U(M)

13663,25

13662,32

123

TfR2-039.

23

AM)C(M)*CM)UM)C(F)AMM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U

13664,40

13662,32

94



(M)G(M)U(M)A(3M)Z
UM)*A(F)"CM)AM)C(M)U(F)AM)C(
F)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M)U(F)G(M)A
(FIGIM)G(M)UM)*U(M)*U(M)

AM)C(M)*CM)UM)C(F)AMM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U

TfR2-039. |(M)G(M)U(M)A(3M)Z
124 13669,00 |13674,35 |6
24 U(MA(F)AC(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(
M)G(M)G(M)C(M)UM)U(M)U(F)G(M)
A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)
Tabla 2-5
SEQ
Nombre del Peso Valor
Ejemplo Secuencia de nucleétidos (5'-3") o ID
compuesto molecular | tedrico
NO
AM*C(MMC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U
TfR2-039. [(M)G(M)U(M)A(3M)Z
125 13690,27 | 13686,38| 6
25 UMA(F)*"C(M)A(M)C(M)U(M)A(M)C
(M)G(M)G(M)C(M)UM)U(M)U(F)G(M)
A(F)G(M)G(MUM)*U(M)*U(M)
AMMC(MMC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(
F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(M)U
TfR2-039. [(M)G(M)U(M)A(3M)Z
126 13687,73 | 13686,38| 6
26 U(M™A(F)AC(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(
M)G(M)G(M)C(M)UM)U(M)U(F)G(M)
AM)G(M)G(M)U(MAUM)AU(M)
GNA(M)AC(MAC(M)U(M)C(F)A(M)A(F
JA(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)AM)G(
TfR2-039. M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z
127 14554,80 | 14547,45| 6
5G U(MA(F)AC(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(

F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)U(F)G(M)A
(FIGM)G(M)UM)*UM)*U(M)

95




128

TfR2-019.

6G

GNC(M*G(M)Y"U(M)G(M)G(F)A(M)G(
F)UF)U(F)UM)C(M)AM)AM)UM)A(
M)U(M)C(M)A(M)A(M)Z
UM)?U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(
M)G(F)AM)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FAM)CM)GM)*UM)*U(M)

14536,80

14529,45

11

129

TfR2-019.

22

C(MG(MY"U(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U
(FUF)UM)C(MAM)AM)U(M)AM)
U(M)C(M)A(M)A(3M)Z
UM)?U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(
M)G(F)AM)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FAM)CM)GM)*UM)*U(M)

13632,67

13632,32

11

130

TfR2-019.

22s

C(MG(MY"U(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U
(FUF)UM)C(MAM)AM)U(M)AM)
U(M)C(M)"AMMABM)Z
UM)?U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(
M)G(F)AM)A(M)A(M)C(M)U(F)C(M)C
(FAM)CM)GM)*UM)*U(M)

13679,53

13680,53

11

131

AD47882.

5G

GNC(M)"C(M)"A(M)C(M)G(F)U(M)G(
FAFU(FUM)C(M)UM)C(M)C(M)U(
M)U(M)U(M)C(M)U(M)Z
AM)G(F)Y"AMAM)AM)G(F)G(M)A(
F)G(F)AMMAM)UM)C(M)AF)CM)G(
FUM)GM)G(M)*UM)*U(M)

14555,13

14554,85

24

132

AD47882.

23G

GNC(M)"C(M)"A(M)C(M)G(F)U(M)G(
FAFU(FUM)C(M)UM)C(M)C(M)U(
M)U(M)U(M)C(M)U(3M)Z
AM)G(F)Y"AMAM)AM)G(F)G(M)A(
F)G(F)AMMAM)UM)C(M)AF)CM)G(
FUM)GM)G(M)*UM)*U(M)

14560,47

14559,47

24

133

AD47882.

23sG

GNC(M)YAC(M)*A(M)C(M)G(F)U(M)G(
FYAF)U(F)UM)C(M)U(M)C(M)C(M)U(
M)U(M)U(MAC(M)AU(3M)"Z

AMMG(F)*"AM)A(M)AM)G(F)G(M)A(

14615,25

14615,08

24
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F)G(M)A(M)A(M)U(M)C(M)A(F)C(M)G
(FUM)GM)G(M)*UM)*U(M)

Tabla 2-6

Nombre

compuesto

del

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

SEQ
ID NO

TfR2-003.5

G(MYAU(M)*G(M)AM)G(F)G(M)A(F)U(F)G(F)U(M)C(M)AM)A(M)
C(M)UM)AM)U(M)G(M)AM)Z
UMMC(F)*"AM)UM)AM)G(F)UM)U(F)G(F)A(M)C(M)A(M)U(M)
C(F)C(M)U(F)C(M)AM)C(M)*"U(M)*U(M)

TfR2-005.5

G(M)*"C(M)*U(M)C(M)C(F)UM)C(F)G(F)C(F)UM)UM)G(M)AM
JAMUM)GMAM)UM)UM)Z
AM)"A(F)*U(M)C(M)AM)U(F)UM)C(F)AF)AM)G(M)C(M)G(M)
A(F)G(M)G(F)AM)G(M)C(M)*U(M)*U(M)

TfR2-006.5

U(M)*G(M)*G(M)G(M)C(F)AM)G(F)A(F)C(F)U(M)C(M)U(M)C(M
JU(MAM)UM)G(M)AM)AM)Z
UM)?U(F)*'CMAM)UM)AF)GM)AF)G(F)AM)G(M)UM)C(M)
U(F)G(M)C(F)C(M)C(M)AM)*U(M)*U(M)

TfR2-022.5

G(M*G(M)*C(M)AMM)G(F)AM)C(F)U(F)C(F)UM)C(M)UM)A(M)
U(M)G(M)A(M)A(M)C(M)A(M)Z
UM)Y"G(F)"U(M)UM)C(M)A(F)UM)A(F)G(F)AM)G(M)A(M)G(M)
U(F)C(M)U(F)G(M)C(M)C(M)*U(M)*U(M)

TfR2-039.5

AM)"C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)UM)G(M)U(M)A(M)Z
UM)"A(F)"C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)"U(M)

TfR2-046.5

G(M)"C(M)*G(M)AM)C(F)UM)G(F)A(F)C(FIAM)C(M)G(M)C(M)
AM)UM)G(M)U(M)A(M)C(M)Z
G(M)MU(F)MAM)C(M)A(M)U(F)G(M)C(F)G(F)UM)G(M)U(M)C(M
JA(F)G(M)U(F)CM)G(M)C(M)*UM)*U(M)

TfR2-065.5

AM)"G(M)"C(M)AM)G(F)UM)G(F)C(F)C(F)U(M)AM)U(M)U(M)
C(M)C(M)U(M)U(M)C(M)A(M)Z
UM)Y"G(F)"AM)AM)G(M)G(F)AM)A(F)U(F)AM)G(M)G(M)C(M)
A(F)C(M)U(F)G(M)C(M)U(M)*UM)*U(M)
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TfR2-007.5

AM)"C(M)*C(M)UM)C(F)U(M)C(F)A(F)U(F)U(M)G(M)C(M)U(M)
G(M)A(M)U(M)C(M)A(M)A(M)Z
UM)*U(F)*G(M)AM)UM)C(F)AM)G(F)C(F)AM)AM)UM)G(M)
A(F)G(M)A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

Tabla 2-7

Nombre

compuesto

del

Secuencia de nucleétidos (5'-3")

SEQ
ID NO

TfR2-013.5

G(M)A"G(MMC(MUM)A(F)G(M)U(F)G(F)G(F)UM)C(M)A(M)AM
)JC(M)AMAM)UM)C(M)AM)Z
UM)Y*G(F)"AM)UM)UM)G(F)U(M)U(F)G(F)AM)C(M)C(M)A(M)
C(FUMA(F)G(M)C(M)C(M)*U(M)*U(M)

10

TfR2-019.5

C(M)*G(M)*"U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)AM)A(M)
U(M)A(M)UM)C(M)A(M)A(M)Z
UM)Y*U(F)*G(M)AM)UM)A(F)UM)U(F)G(F)AM)A(M)A(M)C(M)
U(F)C(M)C(F)AM)C(M)G(M)*U(M)*U(M)

11

TfR2-037.5

AM)*C(M)*C(M)C(M)U(F)AMA(F)U(F)G(F)UM)G(M)AM)C(M)
G(M)G(M)U(M)C(M)A(M)U(M)Z
AM)*UF)*G(MAM)C(M)C(F)GM)U(F)C(F)AM)C(M)AM)U(M)
U(FAMM)G(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*U(M)

12

TfR2-076.5

G(M)*C(M)Y*U(M)G(M)A(F)UM)C(F)AF)AF)UM)UM)UM)C(M)
U(M)C(M)AM)UM)UM)A(M)Z
UM)"A(F)"AM)UM)G(M)AF)GM)A(F)A(F)AM)UM)U(M)G(M)
A(F)UM)C(F)AM)G(M)C(M)*U(M)*U(M)

13

TfR2-077.5

UM)*AM)*G(M)C(M)A(F)UM)C(F)C(F)C(F)UM)UM)C(M)AM)
AM)UM)C(M)A(M)C(M)AM)Z
U(M)AG(FY*U(M)G(M)AM)U(F)U(M)G(F)A(F)AM)G(M)G(M)G(M
JA(FUM)G(F)CMUM)AM)"UM)*U(M)

14

TfR2-081.5

C(MMU(M)MG(M)G(M)G(F)A(M)C(F)G(F)G(F)U(M)G(M)G(M)U(M
)JGMAM)C(M)UM)U(M)U(M)Z
AM)*AF)"AM)G(M)UM)C(F)AM)C(F)C(F)AM)C(M)C(M)G(M)
U(F)CM)C(F)CIMAM)GM)*U(M)*U(M)

15

TfR2-061.5

C(M)*AM)G(M)G(M)C(F)AM)G(F)C(F)C(F)AM)AM)AM)C(M)

16
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C(M)U(M)C(M)AM)UM)U(M)Z
A(M)MA(F)MUM)G(M)AM)G(F)G(M)U(F)U(F)U(M)G(M)G(M)C(M
JU(F)G(M)C(F)C(M)U(M)G(M)*"U(M)*U(M)

TfR2-006.3

U(MYAG(M)AG(M)G(M)C(D)A(M)G(D)A(D)C(D)U(M)C(M)U(M)C(
M)UM)AM)U(M)G(M)AM)A(M)Z
U(M)AT(D)YAC(M)A(M)U(M)A(D)G(M)A(D)G(D)AM)G(M)U(M)C(M
)T(D)G(M)C(D)C(M)C(M)AM)*UM)*U(M)

17

Tabla 2-8

Nombre

compuesto

del

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

SEQ
ID NO

TfR2-007.3

A(M)C(M)*C(M)U(M)C(D)U(M)C(D)A(D)T(D)U(M)G(M)C(M)U(M
JGMAMU(M)C(M)AM)AM)Z
U(M)AT(D)*G(M)A(M)U(M)C(D)A(M)G(D)C(D)AM)A(M)U(M)G(M
JAD)G(M)AD)GM)G(M)UM)*UM)*U(M)

18

TfR2-013.3

G(M)"G(M)*C(M)U(M)A(D)G(M)T(D)G(D)G(D)U(M)C(M)AM)A(M
JC(MAM)AM)U(M)C(M)AM)Z

U(M)AG(DY* A(M)U(M)U(M)G(D)U(M)T(D)G(D)A(M)C(M)C(M)A(M
JC(D)U(M)AD)G(M)C(M)C(M)*U(M)*U(M)

19

TfR2-019.3

C(MMG(M)MUM)G(M)G(D)AM)G(D)T(D)T(D)U(M)C(M)A(M)A(M
JUMAM)UM)C(M)AM)AM)Z
UM)*T(D)*G(M)AM)UM)AD)UM)T(D)G(D)AM)A(M)A(M)C(M)
T(D)C(M)C(D)AM)C(M)G(M)*U(M)*U(M)

20

TfR2-039.3

A(MY*C(M)*C(M)U(M)C(D)A(M)A(D)A(D)G(D)C(M)C(M)G(M)U(M
JAM)G(M)UM)G(M)U(M)AM)Z
U(M)*A(D)*C(M)A(M)C(M)T(D)A(M)C(D)G(D)G(M)C(M)UM)U(M
)T(D)G(M)A(D)G(M)G(M)U(M)*U(M)"U(M)

21

TfR2-076.3

G(MY*C(M)*U(M)G(M)A(D)U(M)C(D)A(D)A(D)U(M)U(M)U(M)C(M
YU(M)C(M)AM)U(M)U(M)AM)Z
U(M)MA(D)*AM)U(M)G(M)A(D)G(M)A(D)A(D)AM)UM)U(M)G(M
)A(D)U(M)C(D)A(M)G(M)C(M)*"U(M)*U(M)

13

TfR2-006.6

UMMG(M)*G(M)G(M)C(F)AM)G(F)A(F)C(F)U(M)C(M)U(M)C(M)
U(M)AM)U(M)G(M)AM)AM)Z
U(M)MU(FYAC(M)AM)U(M)A(F)G(M)A(M)G(F)AM)G(M)UM)C(M
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JU(F)G(M)C(F)C(M)C(M)AM)*U(M)*U(M)

A(MMC(MMC(M)U(M)C(F)UM)C(F)A(F)U(F)U(M)G(M)C(M)U(M)
G(M)AM)UM)C(M)AM)A(M)Z

TfR2-007.6 9
UMMU(F)*"G(M)AM)U(M)C(F)A(M)G(M)C(F)A(M)A(M)U(M)G(M
JA(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*U(M)
G(M)*G(M)*"C(M)UM)A(F)G(M)U(F)G(F)G(F)U(M)C(M)AM)A(M)

TIR2-013.6 C(M)A(M)A(M)U(M)C(M)A(M)Z 10
UMAG(F)*"A(M)UM)U(M)G(F)U(M)UM)G(F)A(M)C(M)C(M)A(M
)JC(F)UMA(F)GM)C(M)C(M)*U(M)*U(M)

Tabla 2-9

Nombre del SEQ
Secuencia de nucledtidos (5'-3")

compuesto ID NO
CM*GM)*U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M)A(M)

T1R2-019.6 U(M)A(M)U(M)C(M)A(M)A(M)Z »
UMY*U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)AM)AM)AM)C(M)
U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*U(M)*U(M)
AMY*C(M)MC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)

TfR2.039.6 AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z 5
UMA(F)A"C(M)AM)C(M)U(F)A(M)C(M)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)G(MA(F)G(M)G(M)U(M)*UM)*U(M)
G(M)*C(M)*U(M)G(M)A(F)U(M)C(F)A(F)A(F)U(M)U(M)UM)C(M)

TIR2-076.6 UM)C(M)A(M)U(M)U(M)A(M)Z 13
U(M)Y"A(F)"AMM)UM)G(M)A(F)G(M)AM)A(F)AM)U(M)U(M)G(M)
A(F)UM)C(F)AM)G(M)C(M)*U(M)*U(M)
A(DY*'C(M*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)

T1R2-039.8 AM)G(M)UM)G(M)U(M)A(M)Z 5
U(M)*A(F)A"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(M)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)G(MA(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*U(M)
A(DY*C(M)MC(M)UM)C(F)A(M)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)

TfR2.039.9 AM)G(M)UM)G(M)UM)A(M)Z 5
U(M)?A(F)A"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*UM)*U(M)
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TfR2-039.10

AM)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z
T(D)Y*A(F)*C(M)AMM)C(M)U(F)AM)C(F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

22

TfR2-039.11

AM)*C(M)*C(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z
T(D)Y*A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)CM)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

22

TfR2-039.12

AM)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)UM)A(M)Z
T(D)Y*A(F)*C(MAM)C(M)U(F)AM)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)UM)*U(M)*U(M)

22

Tabla 2-10

Nombre del

compuesto

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

SEQ
ID NO

TfR2-019.8

C(D)Y*G(M)Y"U(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)AM)A(M)
U(M)AM)UM)C(M)AM)A(M)Z

U(M)*U(F)"G(M)AM)U
U(F)CM)C(F)AM)C(M

M)A(F)U(M)UM)G(F)A(M)A(M)A(M)C(M)
G(MYAU(M)AU(M)

~— o~

11

TfR2-019.9

C(D)"G(M)"U(M)G(M
UM)AM)U(M)C(M)A
UM)MU(F)*G(M)AM)UM)A(F)UM)U(F)G(M)AM)AM)AM)C(M)

)G(F)AM)G(F)U(F)UF)UM)C(M)AM)A(M)
(M)

M)A(M)Z

11

TfR2-019.15

C(M)*G(M)*UM)GM)G(F)AM)G(F)U(F)T(D)UM)C(M)A(M)A(M)
UM)AM)U(M)C(M)"AM)"A(D)Z
UM)*U(F)*"GMAM)UM)A(F)U(M)UM)G(F)AM)A(M)A(M)C(M)
U(F)C(M)C(F)AM)C(M)GM)*U(M)*U(M)

23

TfR2-019.17

C(M)*G(M)*UM)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)T(D)UM)C(M)A(M)A(M)
UM)AM)U(M)C(M)"A(M)"A(D)Z

(
(
(
(
(
(
(
U(F)C(M)C(F)AM)C(M)GM)*U(M)*U(M)
(
(
(
(
(
(
UM

)*U(F)Y*GM)AM)UMA(F)UM)U(F)G(M)AM)AM)AM)C(M)
U(F)C(M)C(F)AM)C(M)GM)*U(M)*U(M)

23

TfR2-039.19

AMMC(MMC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AMG(M)UM)G(M)U(M)A(M)Z
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U(M)MA(FYA\C(M)A(M)C(M)U(F)AM)C(M)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)GMAF)GM)G(M)UM)*U(M)"U(M)

TfR2-039.20

AM)AC(M)?C(MU(M)C(F)AMAF)AF)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(M)Z
T(D)*A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(M)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)GMAF)GM)G(M)UM)*U(M)"U(M)

22

TfR2-039.21

AM)*C(M)*C(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(3M)Z
UM)*A(F)"C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(F)G(F)G(M)C(M)UM)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*U(M)

TfR2-039.22

AM)AC(M)?C(MUM)C(F)AM)AF)AF)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)UM)G(M)U(M)A(3M)Z
U(M)*A(F)C(M)A(M)C(M)U(F)AM)C(M)G(F)G(M)C(M)UM)U(M
JU(F)GMAF)GM)GM)UM)*UM)"U(M)

Tabla 2-11

Nombre del

compuesto

Secuencia de nucledtidos (5'-3")

SEQ
ID NO

TfR2-039.23

AM)C(M)*C(M)UM)C(F)AMM)A(F)AF)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(3M)Z
U(MA(F)*C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)G(MAF)GM)G(M)UM)*U(M)"U(M)

TfR2-039.24

AM)AC(M)*CM)UM)C(F)AMAF)AF)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(3M)Z
U(M)A(F)*C(M)A(M)C(M)U(F)AM)C(M)G(M)G(M)C(M)U(M)U(M
JU(F)GMAF)GM)G(M)UM)*UM)"U(M)

TfR2-039.25

AM)*C(M)*C(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(3M)Z
U(M)"A(F)"C(M)AM)C(M)U(M)AM)C(M)G(M)G(M)C(M)U(M)U(
M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*U(M)*U(M)

TfR2-039.26

AM)C(M)*C(M)UM)C(F)AMM)A(F)AF)G(F)C(M)C(M)G(M)U(M)
AM)G(M)U(M)G(M)U(M)A(3M)Z
U(M)*A(F)YAC(M)A(M)C(M)U(F)AM)C(M)G(M)G(M)C(M)UM)U(M
JU(F)G(MAM)GM)G(M)U(M)*U(M)"U(M)
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GNA(M)C(M)AC(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M)U
(MAM)G(M)UM)G(M)U(M)AM)Z

TfR2-039.5G 6
U(M)Y*A(F)*C(M)AM)C(M)U(F)AM)C(F)G(F)G(M)C(M)U(M)U(M)
U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)*"U(M)*U(M)
GNC(M)A"G(MYMU(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M)A

TfR2-019.6G (MUM)AM)U(M)C(M)A(M)A(M)Z »
UM)Y*U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)AM)AM)AM)C(M)
U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*U(M)*U(M)
C(M*GM)*U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M)A(M)

TfR2.019.22 UM)AM)U(M)C(M)A(M)A(3M)Z »
UM)Y*"U(F)*G(M)A(M)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)AM)AM)C(M)
U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)"U(M)*U(M)
CM*GM)*U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M)A(M)

T1R2-019.228 UM)AM)U(M)C(MYMA(MMA(BM)AZ »
UM)Y*U(F)*G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)AM)AM)AM)C(M)
U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*"U(M)*U(M)

Tabla 2-12

Nombre del SEQ
Secuencia de nucledtidos (5'-3")

compuesto ID NO
GNC(M*"C(M)*A(M)C(M)G(F)UM)G(F)A(F)U(F)U(M)C(M)U(M)C

ADA7882.56 (M)C(M)U(M)U(M)UM)C(M)U(M)Z o4
AMY'G(F)"AM)AM)AM)G(F)G(M)A(F)G(F)AM)AM)U(M)C(M)
A(F)IC(M)G(F)U(M)G(M)G(M)*UM)*U(M)
GNC(M*C(M)*A(M)C(M)G(F)UM)G(F)A(F)U(F)U(M)C(M)U(M)C

AD47882.23 | (M)C(M)U(M)U(M)U(M)C(M)U(3M)Z o4

G AMNG(FY*A(M)A(M)A(M)G(F)G(M)A(F)G(F)A(M)A(M)U(M)C(M)
A(F)IC(M)G(F)U(M)G(M)G(M)*UM)*U(M)
GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)G(F)U(M)G(F)A(F)U(F)u(M)C(M)U(M)C

AD47882.23s | (M)C(M)U(M)UM)U(M)AC(M)AU(3M)*Z o4

G AMNMG(FY*"AM)AM)AM)G(F)G(M)A(F)G(M)A(M)A(M)U(M)C(M)
A(F)IC(M)G(F)U(M)G(M)G(M)*UM)*U(M)

Tabla 3-1
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Nombre del

Secuencia de nucledtidos

Nombre del Peso Valor | SEQ
Ejemplo filamento de la regién de hebra o
compuesto molecular | teérico [ID NO
sensorial homosentido (5'-3")
A(DY*C(E)*C(M)UM)C(F)
TfR2-039. | TfR2-039. | AIM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
134 6325,17 | 6323,42| 25
28DU 28S M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)AU(M)MA(M)
A(DY*'C(M)*C(E)UM)C(F)
TfR2-039. | TfR2-039. | AIM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
135 6323,22 | 6323,42| 25
29DU 29S M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)AU(M)MA(M)
A(DY*'C(M)*C(M)T(E)C(F)
TfR2-039. | TfR2-039. | AIM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
136 6321,96 | 6323,41 | 47
30DU 30S M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)AU(M)MA(M)
A(DY"C(M)A"C(M)U(M)C(E)
TfR2-039. | TfR2-039. | AIM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
137 6336,64 | 633545 | 25
31DU 318 M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)*U(M)"A(M)
A(DY*"C(M)*C(M)U(M)C(F)
TfR2-039. | TfR2-039. | A(E)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
138 6309,91 |6309,39 | 25
32DU 328 M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)*U(M)"A(M)
A(DY*"C(M)*C(M)U(M)C(F)
TfR2-039. | TfR2-039. | AIM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(
139 6296,13 | 6297,38 | 25
9DU 9S M)G(M)U(M)A(M)G(M)U(
M)G(M)AU(M)MA(M)
C(D'"GM'T(E)G(M)G(F)
TfR2-019. | TfR2-019. | A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(
140 6322,20 |6325,39 | 26
29DU 29S M)A(M)A(M)UM)A(M)U(M
)JC(M*A(M)"A(M)
TfR2-019. | TfR2-019. COPGMPTEIGIMIG(F)
141 AM)G(F)U(F)U(F)UM)C( | 6321,49 | 632539 | 26
34DU 34S

M)AM)AM)UM)AM)U(M
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)JC(M)Y*"A(M)"A(M)
CIM"G(M)"U(M)G(M)G(F
TfR2-019. | TfR2-019. |)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(
142 6330,00 | 6329,39 | 27
22DU 228 M)A(M)A(M)UM)A(M)U(M
)JC(M)Y"A(M)"A(SM)
CIMMG(M)AU(M)G(M)G(F
TfR2-019. | TfR2-019. |)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(
143 6470,00 | 6469,49 | 27
22sDU 22sS M)A(M)A(M)UM)A(M)U(M
)C(M)MA(M)MA(3M)N2
Tabla 3-2
Nombre del|Secuencia de nucledtidos
Nombre del Peso Valor SEQ
Ejemplo flamento |de la regién de hebra .
compuesto molecular |tedérico (ID NO
sensorial homosentido (5'-3")
GNA(M)*C(M)*C(M)U(M)
TfR2-039. |TfR2-039. CIEAMARAFIGIICL
144 M)C(M)G(M)U(M)A(M)G( |7228,28 7228,32 |25
23DUG 23SG
M)UM)G(M)AU(M)*A(3M
)
GNA(M)*C(M)*C(M)U(M)
TfR2-039. |TfR2-039. CIEAMARAFGFICL
145 M)C(M)G(M)U(M)A(M)G( |7228,28 7228,32 |25
35DUG 23SG
M)UM)G(M)AU(M)*A(3M
)
GNA(M)*C(M)*C(M)U(M)
TfR2-039. |TfR2-039. CIEAMARAFGEICL
146 M)C(M)G(M)U(M)A(M)G( |7228,28 7228,32 |25
36DUG 23SG
M)UM)G(M)AU(M)*A(3M
)
GNA(M)*C(M)*C(M)U(M)
TfR2-039. |TfR2-039. |C(F)A(M)A(F)A(F)G(F)C(
147 7228,28 7228,32 |25
37DUG 23SG M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(
M)UM)G(M)AU(M)*A(3M

105



)

GNAM)*C(M)*C(M)U(M)
C(F)AMA(F)AF)G(F)C(

TfR2-039. [TfR2-039.
148 M)C(M)G(M)U(M)AM)G( |7228,28  [7228,32 |25
38DUG  [23SG
M)U(M)G(M) U(M)*A(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TR2.030. |TfR2:039. | 1 MIARIARIGFI
149 M)C(M)G(M)U(M)AM)G( |7228,28  [7228,32 |25
39DUG  [23SG
M)U(M)G(M) U(M)*A(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TR2.030. |TfR2:039. | 1 MMIARARIGFI
150 M)C(M)G(M)U(M)AM)G(|7228,28  [7228,32 |25
40DUG  [23SG
M)U(M)G(M) U(M)*A(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TR2030. |TIR2-039. | AMARAFIGEIC
151 M)C(M)G(M)UM)AM)G( |7228,28  [7228,32 |25
41DUG  [23SG
M)U(M)G(M) U(M)*A(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TR2030. [TIR2-039. | AMARAFIGEIC
152 M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(|7228,28  [7228,32 |25
42DUG  [23SG
M)U(M)G(M) U(M)MA(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TR2030. |TR2-039. | AMARAFIGEIC
153 M)C(M)G(M)U(M)A(M)G(|7228,28  [7228,32 |25
43DUG  [23SG
M)U(M)G(M)AU(M)MA(3M
)
GNA(M)AC(M)*C(M)U(M)
TfR2-039. |TfR2-039.
154 C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(|7228,28  |7228,32 |25
45DUG  [23SG (

M)C(M)G(M)U(M)A(M)G
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M)U(M)G(M)*U(M)*A(3M

)

Tabla 3-3

Ejemplo

Nombre del

compuesto

Nombre del
filamento

sensorial

Secuencia de
nucleotidos de la region
de hebra homosentido
(5-3)

Peso

molecular

Valor

tedrico

SEQ
ID NO

155

TfR2-019.
22DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MG(MY"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(
F)U(M)C(M)A(M)A(M)U
(MAMUM)C(M)*AM
)"A(3M)

7230,30

7230,28

27

156

TfR2-019.
36DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MG(MY"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(
F)U(M)C(M)A(M)A(M)U
(MAMUM)C(M)*AM
)"A(3M)

7230,30

7230,28

27

157

TfR2-019.
38DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MG(MY"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(
F)U(M)C(M)A(M)A(M)U
(MAMUM)C(M)*AM
)"A(3M)

7230,30

7230,28

27

158

TfR2-019.
85DUG

TfR2-019.
225G

GNC(MG(MY*"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(
F)U(M)C(M)A(M)A(M)U
(MAMUM)C(M)*AM
)"A(3M)

7230,30

7230,28

27

159

TfR2-019.
86DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MG(MY"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(
F)U(M)C(M)A(M)A(M)U
(MAMUM)C(M)*AM
)"A(3M)

7230,30

7230,28

27
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160

TfR2-019.
87DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MY*"G(M)*U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)A(M)A(M)U |7230,30

(M)A(M)U(M)C(M)*AM
MA(3M)

7230,28

27

161

TfR2-019.
71DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MY*"G(M)"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)AM)A(M)U |7230,30

(MAM)UM)C(M)*AM
MA(3M)

7230,28

27

162

TfR2-019.
88DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MY*"G(M)"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)A(M)A(M)U |7230,30

(MAM)UM)C(M)Y*AM
)MA(3M)

7230,28

27

163

TfR2-019.
89DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MY*"G(M)"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)A(M)A(M)U |7230,30

(MAM)UM)C(M)Y*AM
)A(3M)

7230,28

27

164

TfR2-019.
90DUG

TfR2-019.
228G

GNC(MY*"G(M)"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)A(M)A(M)U |7230,30

(MYA(M)U(M)C(M)*A(M
)MA(3M)

7230,28

27

165

TfR2-019.
80DUG

TfR2-019.
225G

GNC(MY*"G(M)"U(M)G(
M)G(F)AM)G(F)U(F)U(

F)U(M)C(M)AM)A(M)U |7230,30

(MYA(M)U(M)C(M)*A(M
)A(3M)

7230,28

27

Tabla 3-4

Ejemplo

Nombre del

compuesto

Nombre del

filamento

Secuencia de nucleoétidos

de la region de hebra

Peso

molecular

Valor

tedrico

SEQ
ID NO
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sensorial homosentido (5'-3")
GNC(M)*"G(M)AU(M)G(M
TfR2-019. |TfR2-019. JGRAMIGEIUFUEU
166 (M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(|7230,30 7230,28 |27
91DUG 228G
M)U(M)C(M)*A(M)*A(3M
)
GNC(M)*"G(M)AU(M)G(M
TfR2-019. |TfR2-019. JGRAMIGEIURUE
167 (M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(|7230,30 7230,28 |27
92DUG 228G
M)U(M)C(M)MA(M)*A(3M
)
GNC(M)*"G(M)AU(M)G(M
TfR2-019. |TfR2-019. JGRAMIGEIURUEU
168 (M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(|7230,30 7230,28 |27
93DUG 228G
M)U(M)C(M)YMA(M)*A(3M
)
GNC(M)A"G(MUM)G(M
TfR2-019. |TfR2-019. JGRAMIGEIURUEU
169 (M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(|7230,30 7230,28 |27
94DUG 228G
M)U(M)C(M)MA(M)*A(3M
)
GNC(M)A"G(MUM)G(M
TfR2-019. |TfR2-019. GEAMGFRIUELE
170 (M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(|7230,30 7230,28 |27
95DUG 228G
M)U(M)C(M)MA(M)*A(3M
)
GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)
AD47882. |AD47882. G(F)UIMIGFIARIUEUC
171 M)C(M)U(M)C(M)C(M)U( 7056,15 7056,20 |28
23DUG 238G
M)UM)U(M*C(M) U (3M
)
GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)
AD47882. |AD47882.
172 G(F)UM)G(F)A(F)U(F)U({7200,00 7199,99 |28
23sDUG 23sSG
M)C(M)U(M)C(M)C(M)U(
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M)U(M)U(M)AC(M)AU(3M
)2

GNC(M)Y*C(M)*A(M)C(M)
G(F)UM)G(F)A(F)U(F)U(

AD47882. |AD47882.
173 M)C(M)U(M)C(M)C(M)U( |7056,15 7056,20 |28
41DUG 23SG
M)UM)U(M*C(M) U (3M
)
GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)
G(FYUM)G(F)A(F)U(F)U
AD47882. |AD47882. (PUMSEAFUEU
174 M)C(M)U(M)C(M)C(M)U( |7056,15 7056,20 |28
88DUG 23SG
M)UM)U(MAC(M) U (3M
)
GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)
G(FYUM)G(F)A(F)U(F)U
AD47882. |AD47882. (PUMSEAFUEU
175 M)C(M)U(M)C(M)C(M)U( |7056,15 7056,20 |28
89DUG 23SG
M)UM)U(MAC(M) U (3M
)
GNC(M*C(M)Y*"A(M)C(M)
G(FYUM)G(F)A(F)U(F)U
AD47882. |AD47882. (PUMGEAFUEU
176 M)C(M)U(M)C(M)C(M)U( |7056,15 7056,20 |28
91DUG 23SG
M)UM)U(MAC(M) U (3M
)
Tabla 3-5
Nombre
Secuencia de nucledtidos de
Nombre del|del Peso Valor SEQ
Ejemplo _ la region de hebra .
compuesto |[filamento molecular |tedrico |ID NO
_ homosentido (5'-3")
sensorial
GNC(M)AC(M)*"A(M)C(M)G(
AD47882. |AD47882. [F)U(M)G(F)A(F)U(F)U(M)C(
177 7056,15 |7056,20 |28
92DUG 23SG M)U(M)C(M)C(M)U(M)U(M)
U(M*C(M)*U(3M)
178 AD47882. |AD47882. | GNC(M)AC(M)*A(M)C(M)G( |7056,15 [7056,20 |28

110



93DUG 23SG FUM)G(F)A(F)U(F)U(M)C(
M)U(M)C(M)C(M)U(M)U(M)
U(M*C(M)*U(3M)
GNC(M)AC(M)*"A(M)C(M)G(
AD47882. |AD47882. [F)U(M)G(F)A(F)U(F)U(M)C(
179 7056,15 |7056,20 |28
94DUG 23SG M)U(M)C(M)C(M)U(M)U(M)
U(M*C(M) U (3M)
Tabla 3-6
Nombre de|Secuencia de nucledtidos
Nombre del Peso Valor SEQ
Ejemplo la  hebrajde la regiébn de hebra o
compuesto molecular |tedrico ID NO
antisentido|antisentido (5'-3")
UM)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UEAMCEIGIMIGIMC
134 M)UM)U(M)U(F)G(M)A(F) [6949,20 |6949,72 |29
28DU 9AS
G(M)G(M)U(M)AUMYMU(M
)
UM)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UEAMCEIGIMIGIMC
135 M)UM)UM)U(F)G(M)A(F) [6949,20 |6949,72 |29
29DU 9AS
G(M)G(M)U(M)AUMYMU(M
)
UM)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UEAMCEIGIMIGIME
136 M)UM)UM)U(F)G(M)A(F) [6949,20 |6949,72 |29
30DU 9AS
G(M)G(M)U(M)AUM)YMU(M
)
U(M)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UEAMCEIGIMIGIMC
137 M)UM)UM)U(F)G(M)A(F) [6949,20 |6949,72 |29
31DU 9AS
G(M)G(M)U(M)AUMYMU(M
)
138 TfR2-039. |TfR2-039. [UM)*A(F)*"C(M)A(M)C(M) |6949,20 |6949,72 |29
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32DU 9AS U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(
MUM)UM)U(F)G(M)A(F)
G(M)G(M)U(M)AUM)YMU(M
)
UM)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UPAMCEIGIMIGIMC
139 M)UM)UM)U(F)G(M)A(F) [6949,20 |6949,72 |29
9DU 9AS
G(M)G(M)U(M)AU(MYMU(M
)
UM)*U(F)*G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMBIF)GIMAMMIAL
140 M)A(M)C(M)U(F)C(M)C(F) |6917,88 |6917,74 |30
29DU 29AS
AM)C(M)G(MMU(M)AU(M
)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMDIMIGIFIAMMIAL
141 M)AM)C(M)U(F)C(M)C(F) |6914,60 |6917,74 |30
34DU 34AS
AM)C(M)G(MMU(M)AU(M
)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMDIMIGIFIAMMIAL
142 M)A(M)C(M)U(F)C(M)C(F) (6918,0 6917,74 |30
22DU 22AS
AM)C(M)G(MMUM)AU(M
)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMDIMIGIFIAMMIAL
143 M)A(M)C(M)U(F)C(M)C(F) (6918,0 6917,74 |30
22sDU 22AS
AM)C(M)G(MMU(M)AU(M
)
Tabla 3-7
Nombre de|Secuencia de nucledtidos
Nombre del Peso Valor SEQ
Ejemplo la hebrajde la regiébn de hebra o
compuesto molecular |tedrico ID NO
antisentido|antisentido (5'-3")
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UM)*A(F)"C(M)A(M)C(M)
U(FAM)C(F)GM)GM)C(

TfR2-039. [TfR2-039.
144 M)UM)UM)U(F)G(M)A(F) |6950,0  6949,72 |29
23DUG  [23AS
G(M)G(M)U(M)AU(M)U(M
)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TR2.030. |TfR2-039. | AMICFIGIMIGM)CL
145 M)U(M)U(M)U(F)G(M)A(F) |6963,03  |6965,79 |29
35DUG  |35AS
G(M)G(M)AU(M)MU(M)AU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TR2.039. |TfR2-039. |\ AMICIMGIMGIM)C
146 (M)U(F)U(M)U(F)G(M)A(F)|6964,35 |6965,79 |29
36DUG  [36AS
GM)G(M)MU(M)Y*UM)MU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TR2.030. |TfR2-030. | AMICIMGIMGIMC
147 (M)U(F)AUM)U(F)G(M)A( |6977,99 |6981,86 |29
37DUG  [37AS
F)G(M)G(M)*UM)*U(M)*
UM)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TR2.030. |TfR2-030. | 1 AMICFIGIEIGIMIC
148 M)U(F)U(M)U(F)G(M)A(F) |6942,14 |6941,73 |29
38DUG  [38AS
G(M)G(MYMU(M)MU(MYAU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TR2.030. |TfR2:030. | 1 AMICFIGEIGIMIC
149 M)U(FYAU(M)U(F)G(M)A(F |6957,52 |6957,80 |29
39DUG  [39AS
)G(M)G(M)MU(M)*U(M)MU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)A(M)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. |U(F)A(M)C(F)*G(F)*G(M)
150 6987,83 |6989,94 |29
40DUG  |40AS C(M)U(FY"U(M)U(F)G(M)A

(F)GM)G(M)*UM)*U(M)"
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U(M)

UM)*A(F)"C(M)AM)C(M)
U(FAM)C(F)GM)GM)C(

TfR2-039. |TfR2-039.
151 M)T(D)U(M)U(F)G(M)A(F) (6949,06 |6949,79 |31
41DUG 41AS
G(M)G(MYAUM)AU(M)MU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UPAMCERIGIMIGIMIC
152 M)T(D)AU(M)U(F)G(M)A(F (6964,35 |6965,86 |31
42DUG 42AS
)G(M)GM)*U(M)*UM)*U(
M)
U(M)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UPAMCRIGIMIGIMIC
153 E)UM)UM)U(F)G(M)A(F) (6994,48 [6991,83 |29
43DUG 43AS
G(M)G(MYAUM)AU(M)MU(
M)
U(M)*A(F)*C(M)AM)C(M)
TfR2-039. |TfR2-039. UPAIMICEIGIMGIMCC
154 MUM)T(E)U(F)G(M)A(F) [6994,74 |6991,82 |32
45DUG 45AS
G(M)G(MYAUM)AU(M)MU(
M)
Tabla 3-8
Nombre de|Secuencia de nucledtidos
Nombre del Peso Valor SEQ
Ejemplo la hebrajde la regiébn de hebra .
compuesto molecular |tedrico ID NO
antisentido|antisentido (5'-3")
U(M)MU(F)*'G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUMBIMIGF)IAMA(
155 M)A(M)C(M)U(F)C(M)C(F) (6918,0 6917,74 |30
22DUG 22AS
AM)C(M)G(MMUM)AU(M
)
TfR2-019. |TfR2-019. [UM)*"U(F)"G(M)A(M)U(M)
156 6929,97 16929,99 |30
36DUG 36AS A(F)UM)U(M)G(M)A(M)A(
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M)A(F)C(M)U(F)C(M)C(F)
AM)C(MMG(MYAU(MYAU(
M)

UM)Y*U(F)*"G(M)AM)U(M)
AFUM)U(F)G(F)AM)A(

TfR2-019. |TfR2-019.
157 M)A(F)C(M)U(F)C(M)C(F) [6905,91 |6905,95 |30
38DUG  |38AS
AM)C(MMG(M)MUM)MU(
M)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TR2:019. |TR2:019, | L OMIIIMIGIEIAIMIAC
158 M)A(M)C(E)U(F)C(M)C(F) |6955,94 |6956,00 |30
85DUG  |85AS
AM)C(M)AG(M)AU(M)AU(
M)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TR2:019. |TR2:019, |\ OMIMIGIFIAIMIAC
159 E)A(M)C(M)U(F)C(M)C(F) |6941,94 |6941,99 |30
86DUG  |86AS
AM)C(MA\G(MYAU(M)MU(
M)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TR2:019. |TR2:019, | L 1O (MIIIMIGIFIAIMIAC
160 M)A(D)C(M)U(F)C(M)C(F) |6899,95 |6899,98 |30
87DUG  |87AS
AM)C(M*G(M)MUM)*U(
M)
UM)*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TR2:019. |TR2:019. | L 1OMIIFIGEIAMA
161 M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F) |6926,06 |6925,99 |33
71DUG  |71AS
AM)C(M)AG(MYAU(M)AU(
M)
UM)*U(F)*"G(M)A(F)U(M)
TR2:019. |TiR2-019, | U (MIUMIGIEIAMMA(
162 M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F) |6926,05 [6925,99 |33
88DUG  |88AS
AM)C(M*G(M)MUM)MU(
M)
163 TfR2-019. |TfR2-019. |[U(MY*U(F)*\G(M)A(M)U(M)[6926,11 |6925,99 |33
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89DUG 89AS A(F)UM)UM)G(F)A(F)A(
M)A(D)CM)T(E)C(M)C(F)
AM)C(M?MG(M)MU(M)*U(
M)
UM)*U(F)*G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMBIMIGIFIAMMAL
164 M)A(D)C(M)T(E)C(M)C(F) [6926,00 |6925,99 |33
90DUG 90AS
AM)C(F)*"G(M)AU(M)MU(M
)
UM)*U(F)*G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMBIF)GRAMA
165 M)A(M)C(E)U(R)*C(M)C(F |6958,09 |6957,96 |30
80DUG 80AS
JAM)C(MAG(M)*UM)*U(
M)
Tabla 3-9
Nombre de|Secuencia de nucleétidos
Nombre del Peso Valor SEQ
Ejemplo la  hebrajde la regién de hebra o
compuesto molecular (tedrico ID NO
antisentido |antisentido (5'-3")
UM)Y*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUIMUIMGEARA
166 M)A(M)C(E)U(R)*C(M)C(F|6957,96 |6957,96 |30
91DUG 91AS
JAM)C(M)*G(M)*UM)*U(
M)
UM)Y*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARUMBIMIGEFIAMMIAL
167 F)AM)C(E)U(R)*"C(M)C(F |6958,07 |6957,96 |30
92DUG 92AS
JAM)C(M)*G(M)*UM)*U(
M)
UM)Y*U(F)*"G(M)AM)U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. ARJUMBIMIG(FIAMMIAL
168 M)A(F)C(E)U(R)*"C(M)C(F |6958,06 |6957,96 |30
93DUG 93AS

JAM)C(M)*G(M)*U (M) U(
M)

116




UM)Y*U(F)*"G(M)A(M)U(M)
AFYUM)UM)G(F)AM)A(

TfR2-019. [TfR2-019.
169 F)AMM)C(M)U(R)*C(M)C(F [6935,66  |6935,69 |30
94DUG 94AS
)AM)C(MMG(M)*UM)MU(
M)
UM)Y*U(F)A"G(M)AM)U(M)
TR2-:019. [TrR2-019, | I MUMGEAMAL
170 M)A(F)C(M)U(RY*"C(M)C(F |6935,68  |6935,69 |30
95DUG 95AS
JAM)C(M*G(M)*UM)MU(
M)
AMMG(F)*A(M)A(M)A(M)
AD47882. |ADa78s2, |0 JCMARIGIMAMMAL
171 M)U(M)C(M)A(F)C(M)G(F)[7118,03  |7118,12 |34
23DUG 9AS
U(M)G(M)G(M)AU(MYAU(M
)
AMMG(F)*A(M)A(M)A(M)
AD47882. |ADa7882, |0 JCMARIGIMANMAL
172 M)U(M)C(M)A(F)C(M)G(F)[7118,03  |7118,12 |34
23sDUG  [9AS
U(M)G(M)G(M)AU(MYAU(M
)
AMMG(F)*A(M)A(M)A(M)
AD47882. |ADa7882, | v IO MARIGIMIAIMIAL
173 M)T(D)C(M)A(F)C(M)G(F) [7119,06 71181 |35
41DUG 41AS
U(M)G(M)G(M)MU(M)MU(
M)
AMMG(F)*"AM)A(F)A(M)
AD47882. |ADa7882, |0 1 MAMIGIEAIMAL
174 M)T(D)C(M)A(E)C(M)G(F) |7130,10  |7130,10 |35
88DUG 88AS
U(M)G(M)G(M)MU(M)MU(
M)
AMMG(F)*A(M)A(M)A(M)
AD47882. |AD47882. |G(F)G(M)A(M)G(F)A(F)A(
175 7130,11  |7130,10 |35
89DUG 89AS M)T(D)C(M)A(E)C(M)G(F)

U(M)G(MYAG(M)MU(MYMU(
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M)
AM)AG(F)*A(M)AM)A(M)
G(F)G(M)A(M)G(F)A(F)A
AD47882. |AD47882. (FIGIMAM)GFIAFIA(
176 91DUG 91AS M)U(M)C(E)A(R'C(M)G( |7162,09 [7162,07 |34
FYU(M)G(M)AG(M)AU(M)A
U(M)
Tabla 3-10
Nombre d INombre de|Secuencia de nucleétidosP Val SEQ
ombre de eso alor
Ejemplo ) la hebrajde la region de hebra coular kesri DN
compuesto molecular |tedrico
P antisentido|antisentido (5'-3")
AM)AG(F)Y*AM)AM)A(M)
G(F)G(M)A(M)G(F)A(M)A
AD47882. |AD47882. (FIGIMAM)GEIAMA(
77| e loas  [PUMCEARYCMG(F 716308 716207 |34
JUM)G(MAG(M)MUM)MU(
M)
AM)AG(F)Y*AM)AM)A(M)
G(F)G(M)A(M)G(F)A(M)A
AD47882. |AD47882. (FIGIMAM)GEIAMA(
178 93DUG 93AS M)U(F)C(E)A(R)*\C(M)G(F |7162,05 |7162,07 |34
JUM)G(MAG(M)MUM)MU(
M)
AM)"G(F)*AM)AM)A(M)
G(F)G(M)A(M)G(F)A(M)A
AD47882. |AD47882. (FIGIMAM)GEIAMA(
179 94DUG 94AS F)U(M)C(M)A(R)*C(M)G(F [7136,04  |7136,06 |34
JUM)G(MAG(M)MUM)MU(
M)
Tabla 3-11
Nombre
Nombre delldel Secuencia de nucIeétidosP Val SE0
ombre dellde eso alor
Ejemplo de la regién de hebra -
compuesto |[filamento h fido (5-3) molecular |tedrico ID NO
omosentido (5'-
sensorial
180 TfR2-019. |TfR2-019. |GNC(M)*"G(M)*U(M)G(M)G|7230,30 (7230,28 |27
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94DUG.s1 |22SG (FYAM)G(F)U(F)U(F)U(M)
C(MAMAM)UM)AM)U(
M)C(M)Y*"A(M)*A(3M)
GNC(M)*"G(M)*U(M)G(M)G
TfR2-019. |TfR2-019. |(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)
181 7230,30 |7230,28 |27
94DUG.s2 |22SG C(M)A(M)A(M)U(M)A(M)U(
M)C(M)Y*"A(M)*A(3M)
GNG(M)A"C(M)*"G(M)U(M)G
TfR2-019. |TfR2-019. |(M)G(F)A(M)G(F)U(F)U(F)
182 7589,35 |7589,35 |36
94DUG.e1 |22SG.e1 |U(M)C(M)AM)AM)U(M)A(
M)U(M)C(M)*A(M)*A(3M)
GNG(M)A"G(M)*"C(M)G(M)U
TfR2-019. |TfR2-019. (MSMGFIAMIGFINNF)
183 U(F)UM)C(M)A(M)A(M)U( |7948,42 |7948,41 |37
94DUG.e2 |22SG.e2
M)A(M)U(M)C(M)MA(M)MA(
3M)
GNC(M)*"G(M)*U(M)G(M)G
TfR2-019. |TfR2-019. |(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)
184 7230,30 |7230,28 |27
94DUG.e3 |22SG C(M)A(M)A(M)UM)A(M)U(
M)C(M)Y*"A(M)*A(3M)
Tabla 3-12
Secuencia de
Nombre de la SEQ
_ Nombre del nucledtidos de la region|Peso Valor
Ejemplo hebra ID
compuesto _ ) de hebra antisentido (5'-| molecular |tedrico
antisentido NO
3)
UM)*U(F)"G(M)A(M)U(
TfR2-019. |TfR2-019. MAFIUMUIMIGFIAL
180 M)A(F)A(M)C(M)U(R)*C( |6599 6599,58 (38
94DUG.s1 |94AS.s1
M)C(F)AM)C(M)*G(M)*
U(M)
TfR2-019. |TfR2-019. U(MYMU(F)AG(M)AM)U(
181 6263 6263,31 (39
94DUG.s2 |94AS.s2 M)A(F)UM)U(M)G(F)A(
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M)A(F)A(M)C(M)U(R)*C(
M)C(F)AM)C(M)*G(M)
UM)*U(F)*G(M)AM)U(
TfR2-019. |TfR2-019. MAFDIMUMGEIA
182 M)A(F)A(M)C(M)U(R)AC( | 7254 7255,06 |40
94DUG.e1 |94AS.e1
M)C(F)A(M)C(M)G(M)"C
(MAUM)*U(M)
U(M)*U(F)*G(M)AM)U(
TfR2-019. |TfR2-019. MAFTMUMGEIA
183 M)A(F)A(M)C(M)U(R)AC( | 7574 7574,27 |41
94DUG.e2 |94AS.e2
M)C(F)AM)C(M)GM)C(
MAC(M)AU(M)AU(M)
UM)*U(F)*G(M)AM)U(
TfR2-019. |TfR2-019. MAFDIMUMGEIA
184 M)A(F)A(M)C(M)U(R)*C( |6974 6974,88 |42
94DUG.e3 |94AS.e3
M)C(F)AM)C(M)*G(M)*
G(M)*U(M)
Tabla 3-13
Nombre del | Secuencia de nucledtidos de la region de hebra homosentido | SEQ
filamento sensorial | (5'-3") ID NO
TfR2-039.28S A(DY*C(E)*C(M)UM)C(F)AMM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) 05
UM)AM)G(M)U(M)G(M)AU(M)MA(M)
TfR2.039.295 A(DY*C(M)MC(E)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) 05
U(M)A(M)G(M)UM)G(M)"U(M)*A(M)
TfR2-039.30S ADY*C(MMC(M)T(E)C(F)AMM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) 47
U(M)AM)G(M)U(M)G(M)AU(M)MA(M)
TfR2.039.31S A(DY"C(M*C(M)UM)C(E)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) o5
U(M)A(M)G(M)UM)G(M)"U(M)*A(M)
TfR2.039 32 ADY"C(MMC(M)UM)C(F)AE)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) o5
UM)AM)G(M)U(M)G(M)AU(M)MA(M)
TfR2-039.95 A(DY*C(MMC(M)UM)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M) 05
U(M)AM)G(M)U(M)G(M)AU(M)MA(M)
TfR2-019.29S C(DA"G(M)T(E)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M) | 26
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AM)UM)AM)U(M)C(MYPMAM)MAM)

C(D)*"G(M)*T(E)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A(M)

TfR2-019.34S 26
AM)UM)AM)U(M)C(M)*A(M)*A(M)
Tabla 3-14
Nombre del
. Secuencia de nucledtidos de la region de hebra homosentido | SEQ
filamento
) (5'-3") ID NO
sensorial
TfR2.019.29 C(MAGMY*UM)GM)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)UM)C(M)A(M)A( 7
M)U(M)A(M)U(M)C(M)*A(M)*A(3M)
TfR2.019.925S C(MAG(MY*UM)GM)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)UM)C(M)A(M)A( 07
M)U(M)A(M)U(M)C(M)AA(M)*A(3M) 2
TfR2-039.235G GNA(M)AC(M)AC(M)U(M)C(F)AM)A(F)A(F)G(F)C(M)C(M)G(M 05
YUM)AM)G(M)U(M)G(M)AU(M)*A(3M)
TfR2.019.225G GNC(M*"G(M)MU(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C(M)A( 7
M)A(M)U(M)A(M)U(M)C(M)*A(M)*A(3M)
ADA7882 235G GNC(M)*"C(M)*"A(M)C(M)G(F)U(M)G(F)A(F)U(F)UM)C(M)U( 08
M)C(M)C(M)U(M)UM)U(M)AC(M)*U(3M)
ADA7882.2355G GNC(M)*"C(M)*"A(M)C(M)G(F)U(M)G(F)A(F)U(F)UM)C(M)U( 08
M)C(M)C(M)U(M)U(M)U(M)AC(M)*U(3M) 2
TfR2-019. GNG(M)AC(M*"G(M)U(M)G(M)G(F)A(M)G(F)U(F)U(F)U(M)C( 36
22SG.ef M)A(M)AM)U(M)A(M)U(M)C(M)*A(M)*A(3M)
TfR2-019. GNG(M)AG(M)AC(M)G(M)U(M)G(M)G(F)AM)G(F)U(F)U(F)U( 37
225G.e2 M)C(M)A(M)A(M)U(M)A(M)U(M)C(M)*"A(M)*A(3M)
Tabla 3-15

Nombre de la

Secuencia de nucledétidos de la region de hebra antisentido (5'-3')

SEQ ID

hebra antisentido NO
TfR2-039. U(M)*A(F)Y*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U( 09
9AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)AU(M) U (M)

TfR2-019. UMU(F)*"G(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(F)G(M)A(M)A(M)A(M)C(M 30
29AS YU(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*U(M)AU(M)

TfR2-019. UM)MU(F)*"G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)UM)G(F)AM)A(M)A(M)C(M |30
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34AS YU(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*U(M)AU(M)

TfR2-019. UMMU(F)*"G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)UM)G(F)A(M)A(M)A(M)C(M 30
22AS YU(F)C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)*U(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)AA(F)Y*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U( 09
23AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)U(M)AU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)*A(F)Y*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)U( 09
35AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(MAU(MAU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)Y*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(M)G(M)G(M)C(M)U(F)U( 09
36AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(MAU(MAU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)Y*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(M)G(M)G(M)C(M)U(F) U( 09
37AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)*U(M)AU(M)AU(M)

Tabla 3-16

Nombre de Ia

hebra Secuencia de nucledtidos de la regidon de hebra antisentido (5'-3) EI(E)Q D
antisentido

TfR2-039. U(M)*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(F)G(M)C(M)U(F)U(M)U 09
38AS (F)YG(M)A(F)G(M)G(M)Y U(M)AU(M)YAU(M)

TfR2-039. U(M)MA(F)Y*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(F)G(M)C(M)U(F)*U(M) 09
39AS U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)AU(M)AU(M)AU(M)

TfR2-039. U(MMA(FY*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)*"G(F)*"G(M)C(M)U(F) U( 09
40AS M)U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)YAU(MAU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)Y*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)T(D)U(M) 31
41AS U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)AU(M)AU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)T(D)*U(M) 31
42AS U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)AU(M)AU(M)AU(M)

TfR2-039. U(M)Y*A(F)*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(E)U(M)U(M) 09
43AS U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)AU(M)AU(M)AU(M)

TfR2-039. UMMA(FY*"C(M)A(M)C(M)U(F)A(M)C(F)G(M)G(M)C(M)U(M)T(E) 3
45AS U(F)G(M)A(F)G(M)G(M)AU(M)AU(M)AU(M)

TfR2-019. UMAU(F)AG(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(M)A(M)A(M)A(F)C(M) |30
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36AS U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)AG(MYMU(M)AU(M) ‘ ‘
Tabla 3-17

Nombre de la

hebra Secuencia de nucledtidos de la regidn de hebra antisentido (5'-3") SEQ D
antisentido NO
TfR2-019. UMMU(F)*"G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(F)G(F)A(M)A(M)A(F)C(M)U 30
38AS (F)C(M)C(F)A(M)C(M)A"G(M) U(M)*U(M)

TfR2-019. UM)AU(F)A"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(M)A(M)C(E) 30
85AS U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)AG(MAU(M)AU(M)

TfR2-019. UM)AU(F)*"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)AM)A(E)A(M)C(M) 30
86AS U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)AG(MAU(M)AU(M)

TfR2-019. UMU(F)*"G(M)AM)U(M)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M) 30
87AS U(F)C(M)C(F)A(M)C(M)AG(MAU(M)AU(M)

TfR2-019. UMAU(F)AG(M)AM)UM)A(F)UM)U(F)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M)T 33
71AS (E)C(M)C(F)A(M)C(MAG(M)AU(M) U(M)

TfR2-019. UMAU(F)A"G(M)A(F)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M)T 33
88AS (E)C(M)C(F)A(M)C(MAG(M)AU(M) U(M)

TfR2-019. UMAU(F)A"G(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)A(F)A(M)A(D)C(M)T 33
89AS (E)C(M)C(F)A(M)C(MMG(M)AU(M)MU(M)

TfR2-019. UM)AU(F)A"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(M)A(D)C(M) 33
90AS T(E)C(M)C(F)A(M)C(F)"G(M)AU(M)*U(M)

Tabla 3-18

Nombre de Ia

hebra Secuencia de nucledtidos de la regiéon de hebra antisentido (5'-3") SEQ 1D
antisentido NO
TfR2-019. UMMU(F)*G(M)AM)U(M)A(F)U(M)U(F)G(F)A(M)A(M)A(M)C(E) 30
80AS U(R)*"C(M)C(F)AM)C(M)AG(M)*"U(M)AU(M)

TfR2-019. UMMU(F)*"G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)A(F)A(M)A(M)C(E) 30
91AS U(R)*C(M)C(F)AM)C(M)AG(M)*"U(M)AU(M)

TfR2-019. UMMU(F)AG(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)AM)A(F)AM)C(E) |30
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92AS

U(R)"C(M)C(F)AM)C(M)*G(M)*U(M)*U(M)

TfR2-019. UMMU(F)*"G(M)A(M)U(M)A(F)U(M)U(M)G(F)AM)A(M)A(F)C(E) 30
93AS U(R)*C(M)C(F)AM)C(M)AG(M) "U(M)AU(M)

TfR2-019. UMAU(F)AG(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M) 30
94AS U(R)*"C(M)C(F)A(M)C(M)AG(M)AU(M)AU(M)

TfR2-019. UMAU(F)AG(M)AM)UM)A(F)UM)UM)G(F)A(M)A(M)A(F)C(M) 30
95AS U(R)*"C(M)C(F)A(M)C(M)AG(M)AU(M)AU(M)

AD47882. AMMG(FY*"AM)AM)AM)G(F)G(M)A(F)G(M)A(M)A(M)U(M)C(M 24
9AS JA(F)C(M)G(F)U(M)G(M)G(M) U(M)AU(M)

AD47882. AMG(FY*AM)AM)AM)G(F)G(M)A(F)G(M)A(M)A(M)T(D)C(M) 35
41AS A(F)C(M)G(F)U(M)G(M)A"G(M) U(M)AU(M)

Tabla 3-19

Nombre de la

hebra Secuencia de nucledtidos de la regidn de hebra antisentido (5'-3') SEQ 1D
antisentido NO
ADA47882. AMMNG(FY"AMA(F)AM)G(F)G(M)AM)G(F)A(M)A(M)T(D)C(M)A 35
88AS (E)YC(M)G(F)UM)G(M)*"G(M)*U(M)*U(M)

ADA47882. AMMNG(FY"AM)AM)AM)G(F)G(M)AM)G(F)A(F)AM)T(D)C(M)A 35
89AS (E)YC(M)G(F)UM)G(M)*"G(M)"U(M)*U(M)

AD47882. AMMNG(FY*AM)AM)AM)G(F)G(M)AM)G(F)A(F)AM)U(M)C(E)A 34
91AS (R*C(M)G(F)U(M)G(MMG(M)MU(M)MU(M)

AD47882. AMNG(FY*"AM)AM)AM)G(F)G(M)AM)G(F)A(M)A(F)U(M)C(E)A 24
92AS (R*C(M)G(F)U(M)G(MMG(M)MU(M)MU(M)

AD47882. AMNG(FY*"AM)AM)AM)G(F)G(M)AM)G(F)A(M)A(M)U(F)C(E)A 34
93AS (R*C(M)G(F)U(M)G(M)A"G(M)MU(M)MU(M)

ADA47882. AMMG(F)*AM)AMAM)G(F)G(MAM)G(F)AM)A(F)U(M)C(M) 34
94AS ARMC(M)G(F)UM)G(M)AG(M)AU(M)AU(M)

TfR2-019. UM)AU(F)*"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M) 38
94AS.s1 U(R)AC(M)C(F)A(M)C(M)AG(M)AU(M)

TfR2-019. UM)AU(F)A"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M) 39
94AS.s2 U(R)*C(M)C(F)A(M)C(M)*"G(M)
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Tabla 3-20

Nombre de la

hebra Secuencia de nucledtidos de la regidn de hebra antisentido (5'-3') ISDEI(\TO
antisentido

TfR2-019. U(MMU(FYA"G(M)AM)UM)A(F)U(M)U(M)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M)U 20
94AS.e1 (R)*C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)AC(M)MU(M)AU(M)

TfR2-019. UMMU(FYA"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M)U a1
94AS.e2 (R)*C(M)C(F)A(M)C(M)G(M)C(M)AC(MYAU(M)AU(M)

TfR2-019. UMMU(FYA"G(M)AM)UM)A(F)UM)U(M)G(F)A(M)A(F)A(M)C(M)U 42
94AS.e3 (R)Y*C(M)C(F) A(M)C(M)AG(M)AG(M)AU(M)

El "peso molecular" en las tablas indica un valor medido por espectrometria de masas
ESI de iones negativos. En la "secuencia de nucledtidos” en las tablas, N(R) representa ARN,
N(D) representa ADN, N(M) representa ARN 2'-OMe, N(m) representa 2'-MOE ARN, N(3M)
representa ARN 3'-OMe, N(F) representa ARN 2'-F, N(L) representa LNA y N(E) representa
ENA. Las estructuras de los nucledsidos estan representadas por las férmulas estructurales

anteriores, respectivamente.

En las tablas, "GN" indica una unidad de GalNAc representada por la formula anterior
(GN). En las tablas, "2" indica -O(CH-)20- (representado por la férmula anterior (2)), y "Z"
indica -O(CH)sNHC(=0)(CH2).PhO- (representado por la férmula anterior (Z)). Para el
enlace entre nucledsidos, o el enlace entre el nucledsido y la unidad GalNAc, "2" o "Z", "A" en
las tablas indica un enlace fosforotioato (-P(=S)(OH)-, representado por el diagrama
estructural (PS) anterior del enlace entre nucledsidos). El enlace es un enlace fosfodiéster
(-P(=0O)(OH)-, representado por (P) en el diagrama estructural anterior de enlaces entre

nucledsidos) si no se da una indicaciéon especifica.

El residuo en cada una de la posicion 5' del nucledtido en el extremo 5' y la posicién
3'(posicidon 2' en el caso de un nucleétido modificado en la posiciéon 3') del nucleétido en el
extremo 3' de un oligonucleétido es un grupo hidroxilo en el que un atomo de hidrégeno esta
unido a un atomo de oxigeno en el diagrama estructural anterior de cada nucledsido.
Cuando "2" forma un extremo, se forma un grupo hidroxilo con un atomo de hidrégeno unido
a un atomo de oxigeno en el lado donde no hay union a un oligonucleétido en el diagrama
estructural anterior de "2". Cuando "" forma un extremo, un grupo hidroxilo esta unido a un

atomo de foésforo en el diagrama estructural anterior de "PS". Sin embargo, cuando "GN"
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forma un extremo, no es necesario el enlace de un atomo de hidrégeno.

Ejemplo de Prueba 1: Cribado de células HepG2 para ARNip de TfR2 mediante método

de transfeccion directa

El siguiente experimento se llevé a cabo usando los compuestos de los Ejemplos 1 a
82 como ARNip de TfR2. El dia antes de la transfeccion, las células HepG2 en 100 puL de
medio DMEM (fabricado por Gibco) que contiene 10% de FBS (fabricado por Gibco) se
sembraron a 2,5 x 10* células por pocillo de una placa de 96 pocillos (fabricada por Corning
Incorporated). En el dia de la transfeccidn, se prepararon cada muestra de ARNip, un control
negativo (NT) usando agua destilada en lugar de ARNip y TfR2-061 (Ejemplo 61) como un
control positivo para dos pocillos respectivamente. La preparacion de un reactivo para
realizar la transfeccién de una muestra de ARNip es como sigue. 50 uL de Opti-MEM y 1 uL
de ARNip (concentracion: 10 uM) a una mezcla de 50 uL de Opti-MEM (fabricado por Life
Technologies Corporation) y 3 uL de iARN MAX (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.),
y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. A partir de entonces, se
adicion6 1 mL de DMEM preparado previamente que contiene 10% de FBS, calentado a 37°°C.
A la placa de 96 pocillos en la que se sembraron las células HepG2 y se removi6 el medio, se

adicionaron 110 uL de la mezcla.

La concentracién final de ARNip fue de 10 nM para todas las muestras. La
preparacion de un reactivo para el control negativo es como sigue. Se adicionaron 50 puL de
Opti-MEM y 1 uL de agua destilada a una mezcla de 50 pL de Opti-MEM (fabricado por Life
Technologies Corporation) y 3 uL de iARN MAX (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.),

y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Dos dias después de la transfeccion, las células se lavaron una vez con PBS (fabricado
por Thermo Fisher Scientific Inc.) y se extrajo el ARN. EI ARN se extrajo usando el Kit
RNeasy Mini (fabricado por QUAGEN) y siguiendo el protocolo del kit. Usando el kit de ARN
a ADNc de alta capacidad (fabricado por Applied Biosystems), 300 ng del ARN obtenido se
sometieron a una reaccion de transcripcion inversa para sintetizar ADNc. Usando el ADNc
obtenido, se midi6 el nivel de ARNm de hTfR2 enddégeno mediante PCR cuantitativa. El nivel

de ARNm del ARN ribosémico 18S humano (h18S) se midié como el gen de mantenimiento.

Usando IDT PrimeTime Gene Expression Master Mix (fabricado por Integrated DNA

Technologies, Inc.), la PCR cuantitativa se realiz6 de la siguiente manera. EI ADNc obtenido
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se diluyé 10 veces con agua destilada (se mezclaron 15 uL de ADNc y 135 uL de agua
destilada). En una placa de PCR de 384 pocillos (fabricada por Applied Biosystems), 5 uL
de mezcla maestra de expresion génica IDT PrimeTime, 0,5 uL de un cebador hTfR2 (Hs. PT.
58. 20599434, fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.), 0,5 uL de un cebador h18S
(Hs. PT. 39a. 22214856.g, fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.), 2 uL de agua
destilada 'y 2 uL de ADNCc (total 10 uL) se mezclaron por pocillo, la mezcla se preparé en una
cantidad equivalente a 2 pocillos para cada ADNc, y se realizé6 PCR cuantitativa. El nivel de
expresion de ARNm de cada uno de hTfR2 y h18S se proporcioné como un valor promedio
de dos pocillos. El nivel de expresion de ARNm de hTfR2 se estandarizé con el nivel de
expresion de ARNm de h18S, que es el gen constitutivo. Como se supone que el nivel de
expresion de ARNm de hTfR2 en el control negativo es 1,0, se calcularon y registraron los
niveles relativos de expresién de ARNm de hTfR2 de las muestras tratadas con ARNip. La

Tabla 4 muestra los resultados.

Tabla 4-1
Nombre del compuesto Valor relativo
TfR2-001 0,35
TfR2-002 0,41
TfR2-003 0,41
TfR2-004 0,43
TfR2-005 0,42
TfR2-006 0,43
TfR2-007 0,35
TfR2-008 0,53
TfR2-009 0,40
TfR2-010 0,42
TfR2-011 0,53
TfR2-012 0,49
TfR2-013 0,31
TfR2-014 0,49
TfR2-015 0,33
TfR2-016 0,50
TfR2-017 0,48
TfR2-018 0,39
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TfR2-019 0,30
TfR2-020 0,49
TfR2-021 1,01
TfR2-022 0,43
TfR2-023 1,18
TfR2-024 0,41
TfR2-025 0,81
TfR2-026 1,16
TfR2-027 0,61
TfR2-028 0,45
NT 1,00
TfR2-061 0,19
Tabla 4-2

Nombre del compuesto

Valor relativo

TfR2-029 0,55
TfR2-030 0,98
TfR2-031 1,22
TfR2-032 0,55
TfR2-033 0,53
TfR2-034 0,48
TfR2-035 0,40
TfR2-036 0,48
TfR2-037 0,35
TfR2-038 0,48
TfR2-039 0,36
TfR2-040 0,65
TfR2-041 0,39
TfR2-042 1,02
TfR2-043 0,44
TfR2-044 0,58
TfR2-045 0,90
TfR2-046 0,38
TfR2-047 0,76
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TfR2-048 0,77
TfR2-049 0,87
TfR2-050 0,50
TfR2-051 0,45
TfR2-052 0,40
TfR2-053 0,32
TfR2-054 0,45
TfR2-055 0,54
TfR2-056 0,43
NT 1,00
TfR2-061 0,22
Tabla 4-3

Nombre del compuesto Valor relativo
TfR2-057 0,46
TfR2-058 0,50
TfR2-059 0,63
TfR2-060 0,63
TfR2-062 0,61
TfR2-063 0,73
TfR2-064 0,47
TfR2-065 0,43
TfR2-066 0,63
TfR2-067 0,49
TfR2-068 0,69
TfR2-069 0,50
TfR2-070 0,54
TfR2-071 0,52
TfR2-072 0,53
TfR2-073 0,55
TfR2-074 0,58
TfR2-075 0,57
TfR2-076 0,39
TfR2-077 0,40
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TfR2-078 0,52
TfR2-079 0,90
TfR2-080 0,50
TfR2-081 0,38
TfR2-082 0,35
NT 1,00
TfR2-061 0,35

Ejemplo de Prueba 1-1: Evaluacion de citotoxicidad usando células HepG2

La evaluacién de la citotoxicidad se realizo 4 dias después de que se introdujo ARNip
en células HepG2 mediante un método de transfeccion inversa de la misma manera que en
el Ejemplo de prueba 2. Como ARNip, se utilizaron TfR2-061 (Ejemplo 61), TfR2-019
(Ejemplo 19) y TfR2-039 (Ejemplo 39).

Para determinar la citotoxicidad del ARNip para las células hepaticas, se realizdé una
prueba utilizando el kit de recuento celular 8 (CCK8, DOJINDO LABORATORIES). EI
sobrenadante de cultivo se removid y luego se adiciond una solucién obtenida mediante la
preparacion del reactivo CCK8 en una cantidad de 10 p uL por 100 L de DMEM que contiene
10% de FBS a 110 pl/pocillo. A partir de entonces, las células se incubaron en una
incubadora de CO; a 37°° C durante 30 minutos. A partir de entonces, se midio la
absorbancia OD 450 nm usando un lector de microplacas. Como se asume que el valor de
OD 450 nm en el control negativo (NT) es 1,0, se calcularon y registraron los valores relativos
de OD 450 nm para los pocillos en los que se habia tratado ARNip. Los resultados se
muestran en la FIGURA 11.

Estos resultados muestran que TfR2-019 y TfR2-039 tienen una toxicidad

particularmente baja para las células hepaticas.

Ejemplo de Prueba 2: Cribado de células HepG2 para ARNip de TfR2 mediante método

de transfeccion inversa

El siguiente experimento se llevo a cabo usando los compuestos de los Ejemplos como
ARNip de TfR2. La deteccion de ARNip se realizé de la siguiente manera mediante un
método de transfeccion inversa. En el dia de la transfeccion, cada muestra de ARNip, un

control negativo (NT) usando agua destilada en lugar de ARNip, y TfR2-061 (Ejemplo 61) o
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ARNip para hTfR2 descrito en WO 2012/177921 (AD-52590), como un control positivo se

prepararon para dos pocillos respectivamente.

Se adiciond 5 uL de ARNip por pocillo a una mezcla liquida de 14,8 uL de Opti-MEM
y 0,2 uL de iARN MAX. La mezcla se incubd a temperatura ambiente. Para la preparacion
de un reactivo para el control negativo, se adicion6 5 uL de agua destilada, en lugar de ARNip,
a la mezcla liquida de Opti-MEM y iARN MAX. Para la preparacién de un reactivo para el
control positivo, se adicionaron 5 uL de TfR2-061 (Ejemplo 61) o AD-52590 a la mezcla liquida
de Opti-MEM y iARN MAX. A continuacion, la mezcla liquida que contiene ARNip, el control
negativo o el control positivo se adicioné a una placa de cultivo celular de 96 pocillos (fabricada
por SUMIRON CO., Ltd.) a 20 uL por pocillo. En la placa de 96 pocillos a la que se ha
adicionado la mezcla liquida, se sembraron 2 x 10* células/mL de células HepG2, preparadas
usando DMEM que contiene 10% de FBS y calentadas por adelantado a 37°C, a 80 uL por
pocillo. La concentracion final de ARNip se ajusté mediante una serie de dilucién de 10 veces
0 50 veces de 10 nM.

Uno o dos dias después de la transfeccion, las células se lavaron una vez con PBS.
Usando el kit de RT de lisis celular Superprep para qPCR (Takara Bio Inc.), la extraccion de
ARN vy una reaccion de transcripcién inversa se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo
del kit de sintesis de ADNc. Usando el ADNc obtenido, se midid el nivel de expresion de
ARNmM de hTfR2 enddégeno mediante PCR cuantitativa. Para el gen constitutivo, se midio el

nivel de expresion de ARNm de h18S.

La PCR cuantitativa se realizé de la siguiente manera utilizando IDT PrimeTime Gene
Expression Master Mix (fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.). EI ADNc obtenido
se us6é como una solucion madre. En una placa de PCR de 384 pocillos (fabricada por
Applied Biosystems), 5 uL de mezcla maestra de expresion génica IDT PrimeTime, 0,25 uL
de un cebador hTfR2 (Hs. PT. 58. 20599434, fabricado por Integrated DNA Technologies,
Inc.) 0 0,25 puL de un cebador h18S (Hs. PT. 39a. 22214856.g, fabricado por Integrated DNA
Technologies, Inc.), se mezclaron 2,75 ulL de agua destilada y 2 uL. de ADNc (total 10 uL) por
pocillo, la mezcla se prepard en una cantidad equivalente a 2 pocillos para cada ADNc, y se
realizé6 PCR cuantitativa. El nivel de expresién de ARNm de cada uno de hTfR2 y h18S se
proporcioné como un valor promedio de dos pocillos. El nivel de expresion de ARNm de
hTfR2 se estandarizd con el nivel de expresion de ARNm de h18S, que es el gen de
mantenimiento. Como se supone que el nivel de expresion de ARNm de hTfR2 en el control

negativo es 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de expresiéon de ARNm de
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hTfR2 de las muestras tratadas con ARNip. Las Tablas 5 a 20 muestran los resultados.

Tabla 5-1
Nombre del compuesto Concentraciéon (nM) Valor relativo
NT - 1,00
TfR2-061 10 0,07
1 0,07
0,1 0,11
TfR2-007 10 0,19
1 0,20
0,1 0,21
TfR2-013 10 0,11
1 0,17
0,1 0,14
TfR2-015 10 0,38
1 0,47
0,1 0,37
TfR2-019 10 0,19
1 0,19
0,1 0,66
TfR2-037 10 0,37
1 0,32
0,1 0,28
TfR2-076 10 0,39
1 0,74
0,1 0,28
TfR2-077 10 0,26
1 0,19
0,1 0,30
TfR2-081 10 0,13
1 0,15
0,1 0,27
Tabla 5-2
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Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-061 10 0,10
1 0,10
0,1 0,13
TfR2-003 10 0,56
1 0,43
0,1 0,83
TfR2-005 10 0,36
1 0,26
0,1 0,27
TfR2-006 10 0,31
1 0,37
0,1 0,75
TfR2-022 10 0,25
1 0,22
0,1 0,20
TfR2-039 10 0,21
1 0,25
0,1 0,23
TfR2-046 10 0,30
1 0,27
0,1 0,24
TfR2-065 10 0,14
1 0,15
0,1 0,15
Tabla 6-1

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 1 0,05
0,02 0,44
0,0004 0,81
TfR2-003.5 1 0,10
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0,02 0,46
0,0004 0,87
TfR2-005.5 1 0,07
0,02 0,20
0,0004 0,56
TfR2-006.5 1 0,08
0,02 0,34
0,0004 0,76
TfR2-007.5 1 0,12
0,02 0,24
0,0004 1,03
TfR2-013.5 1 0,12
0,02 0,44
0,0004 0,75
TfR2-019.5 1 0,05
0,02 0,31
0,0004 0,82
TfR2-022.5 1 0,36
0,02 0,37
0,0004 0,78
TfR2-037.5 1 0,16
0,02 0,31
0,0004 0,58
Tabla 6-2

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 1 0,03
0,02 0,24
0,0004 0,60
TfR2-039.5 1 0,09
0,02 0,38
0,0004 0,54
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TfR2-061.5 1 0,02
0,02 0,11
0,0004 0,38
TfR2-065.5 1 0,22
0,02 0,16
0,0004 0,36
TfR2-076.5 1 0,04
0,02 0,10
0,0004 0,50
TfR2-077.5 1 0,06
0,02 0,12
0,0004 0,43
TfR2-081.5 1 0,02
0,02 0,26
0,0004 0,43
Tabla 7-1

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT

1,00

AD-52590 0,001 0,92
0,01 0,72
0,1 0,44
1 0,14
10 0,09
TfR2-006.5 0,001 0,86
0,01 0,69
0,1 0,36
1 0,20
10 0,15
TfR2-013.5 0,001 0,84
0,01 0,67
0,1 0,46
1 0,23
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10 0,16
TfR2-039.5 0,001 0,70
0,01 0,72
0,1 0,51
1 0,27
10 0,23
Tabla 7-2
Nombre del compuesto Concentracion (nM) Valor relativo
NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,80
0,01 0,57
0,1 0,26
1 0,08
10 0,08
TfR2-007.5 0,001 0,68
0,01 0,53
0,1 0,25
1 0,19
10 0,16
TfR2-019.5 0,001 0,58
0,01 0,31
0,1 0,14
1 0,08
10 0,07
TfR2-076.5 0,001 0,64
0,01 0,27
0,1 0,28
1 0,17
10 0,15
Tabla 8-1

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo
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NT - 1,00
AD-52590 0,001 1,02
0,01 0,77
0,1 0,45
1 0,14
10 0,15
TfR2-006.3 0,001 1,06
0,01 1,02
0,1 0,67
1 0,34
10 0,39
TfR2-013.3 0,001 1,04
0,01 1,16
0,1 0,81
1 0,45
10 0,37
TfR2-039.3 0,001 0,95
0,01 1,05
0,1 0,92
1 0,79
10 0,81
Tabla 8-2

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT

1,00

AD-52590 0,001 0,90
0,01 0,62
0,1 0,31
1 0,13
10 0,12
TfR2-007.3 0,001 0,95
0,01 0,94
0,1 0,86
1 0,76
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10 0,67
TfR2-019.3 0,001 0,77
0,01 0,55
0,1 0,36
1 0,25
10 0,25
TfR2-076.3 0,001 0,80
0,01 0,57
0,1 0,39
1 0,27
10 0,28
Tabla 8-3

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,72
0,01 0,71
0,1 0,45
1 0,24
10 0,04
TfR2-006.6 0,001 0,93
0,01 0,91
0,1 0,39
1 0,17
10 0,10
TfR2-013.6 0,001 0,77
0,01 1,16
0,1 0,44
1 0,15
10 0,14
TfR2-039.6 0,001 0,91
0,01 0,88
0,1 0,50
1 0,17
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10 0,22
Tabla 8-4
Nombre del compuesto Concentracion (nM) Valor relativo
NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,78
0,01 0,44
0,1 0,24
1 0,04
10 0,04
TfR2-007.6 0,001 0,91
0,01 0,58
0,1 0,34
1 0,16
10 0,07
TfR2-019.6 0,001 0,54
0,01 0,31
0,1 0,18
1 0,09
10 0,11
TfR2-076.6 0,001 0,79
0,01 0,45
0,1 0,27
1 0,16
10 0,18
Tabla 9

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,73
0,01 0,47
0,1 0,22
1 0,06
10 0,06
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TfR2-039.5 0,001 0,82
0,01 0,69
0,1 0,36
1 0,20
10 0,21
TfR2-019.6 0,001 0,56
0,01 0,32
0,1 0,17
1 0,09
10 0,06
TfR2-039.5G 0,001 0,73
0,01 0,64
0,1 0,39
1 0,19
10 0,19
TfR2-019.6G 0,001 0,53
0,01 0,33
0,1 0,17
1 0,08
10 0,06
Tabla 10

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,97
0,01 0,81
0,1 0,34
1 0,14
10 0,12
TfR2-039.5 0,001 0,98
0,01 0,83
0,1 0,50
1 0,28
10 0,29
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TfR2-039.10 0,001 0,87
0,01 0,81
0,1 0,55
1 0,29
10 0,26
TfR2-039.11 0,001 0,95
0,01 0,65
0,1 0,47
1 0,32
10 0,28
TfR2-039.12 0,001 0,81
0,01 0,73
0,1 0,53
1 0,32
10 0,35
Tabla 11-1

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT

1,00

AD-52590 0,001 0,92
0,01 0,74
0,1 0,39
1 0,14
10 0,10
TfR2-039.5 0,001 1,09
0,01 0,99
0,1 0,63
1 0,31
10 0,40
TfR2-039.19 0,001 1,12
0,01 0,91
0,1 0,53
1 0,36
10 0,29
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TfR2-039.20 0,001 1,08
0,01 0,96
0,1 0,63
1 0,32
10 0,29
TfR2-039.8 0,001 0,81
0,01 0,75
0,1 0,46
1 0,31
10 0,22
Tabla 11-2

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6 0,001 0,72
0,01 0,51
0,1 0,28
1 0,22
10 0,12
TfR2-019.8 0,001 0,84
0,01 0,41
0,1 0,25
1 0,19
10 0,11
TfR2-019.9 0,001 0,73
0,01 0,38
0,1 0,29
1 0,14
10 0,09
TfR2-019.15 0,001 0,78
0,01 0,55
0,1 0,28
1 0,17
10 0,12
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TfR2-019.17 0,001 0,75
0,01 0,42
0,1 0,27
1 0,15
10 0,11
Tabla 12-1
Nombre del compuesto Concentracién (nM) Valor relativo
NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,91
0,01 0,72
0,1 0,35
1 0,14
10 0,10
TfR2-039.5 0,001 1,09
0,01 0,79
0,1 0,51
1 0,30
10 0,31
TfR2-039.21 0,001 1,03
0,01 0,83
0,1 0,60
1 0,30
10 0,30
TfR2-039.22 0,001 0,93
0,01 0,96
0,1 0,60
1 0,33
10 0,26
TfR2-039.23 0,001 1,05
0,01 0,83
0,1 0,54
1 0,32
10 0,36
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Tabla 12-2

Nombre del compuesto Concentracion (nM) Valor relativo
NT - 1,00
TfR2-039.5 0,001 0,81
0,01 0,77
0,1 0,57
1 0,29
10 0,36
TfR2-039.24 0,001 1,11
0,01 1,03
0,1 0,60
1 0,34
10 0,34
TfR2-039.25 0,001 1,40
0,01 0,91
0,1 0,73
1 0,44
10 0,39
TfR2-039.26 0,001 1,22
0,01 1,10
0,1 0,87
1 0,42
10 0,53
Tabla 13-1

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT

1,00

AD-52590 0,01 0,46
0,1 0,19
1 0,03
10 0,05
TfR2-039.5 0,01 0,60
0,1 0,34

144



0,22

10 0,21
TfR2-039.9 0,01 0,64
0,1 0,33
1 0,17
10 0,19
TfR2-039.9DU 0,01 0,92
0,1 0,57
1 0,20
10 0,13
TfR2-039.28DU 0,01 1,44
0,1 0,94
1 0,29
10 0,19

Tabla 13-2

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 0,01 0,52
0,1 0,21
1 0,07
10 0,06
TfR2-039.9 0,01 0,81
0,1 0,45
1 0,31
10 0,32
TfR2-039.29DU 0,01 1,14
0,1 0,80
1 0,35
10 0,27
TfR2-039.30DU 0,01 1,08
0,1 0,95
1 0,32
10 0,30
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TfR2-039.31DU

0,01 1,19
0,1 0,74
1 0,32
10 0,30

Tabla 13-3

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
AD-52590 0,01 0,48
0,1 0,18
1 0,07
10 0,07
TfR2-039.5 0,01 0,63
0,1 0,28
1 0,22
10 0,23
TfR2-039.9 0,01 0,85
0,1 0,35
1 0,25
10 0,28
TfR2-039.32DU 0,01 1,05
0,1 0,93
1 0,43
10 0,38
Tabla 14
Nombre del compuesto Concentracion (nM) Valor relativo
NT - 1,00
AD-52590 0,001 0,84
0,01 0,66
0,1 0,31
1 0,07
10 0,07
TfR2-019.6 0,001 0,57
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0,01 0,37
0,1 0,22
1 0,12
10 0,08
TfR2-019.29DU 0,001 0,69
0,01 0,43
0,1 0,22
1 0,12
10 0,06
TfR2-019.34DU 0,001 0,71
0,01 0,42
0,1 0,21
1 0,11
10 0,06

Tabla 15

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6 0,001 0,65
0,01 0,36
0,1 0,23
1 0,14
10 0,11
TfR2-019.22 0,001 0,66
0,01 0,34
0,1 0,22
1 0,14
10 0,08
TfR2-019.22s 0,001 0,68
0,01 0,36
0,1 0,21
1 0,13
10 0,07
TfR2-019.22DU 0,001 0,79
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0,01 0,48
0,1 0,28
1 0,15
10 0,11
TfR2-019.22sDU 0,001 0,80
0,01 0,47
0,1 0,28
1 0,15
10 0,08

Tabla 16-1

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6G 0,001 0,66
0,01 0,33
0,1 0,18
1 0,13
10 0,13
TfR2-039.5G 0,001 0,93
0,01 0,71
0,1 0,40
1 0,32
10 0,29
TfR2-039.23DUG 0,001 1,02
0,01 0,94
0,1 0,75
1 0,43
10 0,39
TfR2-039.38DUG 0,001 0,93
0,01 0,95
0,1 0,59
1 0,30
10 0,24
TfR2-039.41DUG 0,001 0,96
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0,01 0,84
0,1 0,50
1 0,28
10 0,26

Tabla 16-2

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-039.23DUG 0,001 1,00
0,01 0,95
0,1 0,89
1 0,49
10 0,42
TfR2-039.35DUG 0,001 1,03
0,01 0,93
0,1 0,76
1 0,42
10 0,29
TfR2-039.36DUG 0,001 0,93
0,01 0,93
0,1 0,65
1 0,32
10 0,30
TfR2-039.37DUG 0,001 0,96
0,01 0,89
0,1 0,62
1 0,31
10 0,25
TfR2-039.38DUG 0,001 1,03
0,01 0,92
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0,1 0,62
1 0,30
10 0,24

Tabla 17-1

Nombre del compuesto

Concentraciéon (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-039.23DUG 0,001 0,91
0,01 0,72
0,1 0,60
1 0,35
10 0,27
TfR2-039.39DUG 0,001 0,79
0,01 0,81
0,1 0,42
1 0,18
10 0,13
TfR2-039.40DUG 0,001 0,83
0,01 0,81
0,1 0,47
1 0,15
10 0,14
TfR2-039.41DUG 0,001 0,81
0,01 0,63
0,1 0,31
1 0,13
10 0,14
TfR2-039.42DUG 0,001 0,66
0,01 0,73
0,1 0,37
1 0,16
10 0,12

Tabla 17-2
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Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-039.23DUG 0,001 0,75
0,01 0,76
0,1 0,59
1 0,25
10 0,21
TfR2-039.36DUG 0,001 0,58
0,01 0,59
0,1 0,39
1 0,12
10 0,09
TfR2-039.41DUG 0,001 0,66
0,01 0,63
0,1 0,26
1 0,08
10 0,07
TfR2-039.43DUG 0,001 0,72
0,01 0,52
0,1 0,59
1 0,42
10 0,35
TfR2-039.45DUG 0,001 0,48
0,01 0,47
0,1 0,44
1 0,23
10 0,21

Tabla 18-1

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6G 0,001 0,88
0,01 0,37
0,1 0,20

151




0,13

10 0,14
TfR2-019.22DUG 0,001 0,87
0,01 0,46
0,1 0,23
1 0,12
10 0,15
TfR2-019.38DUG 0,001 0,89
0,01 0,54
0,1 0,30
1 0,16
10 0,12
TfR2-019.36DUG 0,001 0,88
0,01 0,49
0,1 0,25
1 0,14
10 0,13
TfR2-019.87DUG 0,001 0,95
0,01 0,43
0,1 0,25
1 0,15
10 0,13

Tabla 18-2

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6G 0,001 0,84
0,01 0,44
0,1 0,25
1 0,12
10 0,11
TfR2-019.22DUG 0,001 0,89
0,01 0,51
0,1 0,22
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0,13

10 0,10
TfR2-019.85DUG 0,001 0,64
0,01 0,36
0,1 0,17
1 0,15
10 0,09
TfR2-019.86DUG 0,001 0,72
0,01 0,34
0,1 0,19
1 0,15
10 0,10
TfR2-039.41DUG 0,001 0,93
0,01 0,89
0,1 0,57
1 0,33
10 0,28

Tabla 19-1

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-061.5 0,001 0,75
0,01 0,50
0,1 0,33
1 0,15
10 0,15
TfR2-019.22DUG 0,001 1,07
0,01 0,61
0,1 0,33
1 0,25
10 0,22
TfR2-019.71DUG 0,001 0,97
0,01 0,88
0,1 0,57
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0,32

10 0,31
TfR2-019.88DUG 0,001 0,86
0,01 0,76
0,1 0,46
1 0,28
10 0,24
TfR2-019.89DUG 0,001 0,81
0,01 0,71
0,1 0,40
1 0,30
10 0,19

Tabla 19-2

Nombre del compuesto

Concentracién (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6G 0,001 0,84
0,01 0,62
0,1 0,30
1 0,21
10 0,16
TfR2-019.22DUG 0,001 1,09
0,01 0,73
0,1 0,30
1 0,20
10 0,15
TfR2-019.90DUG 0,001 1,02
0,01 0,93
0,1 0,45
1 0,29
10 0,22
TfR2-019.80DUG 0,001 1,06
0,01 0,76
0,1 0,35
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0,26

10 0,21
TfR2-019.91DUG 0,001 1,02
0,01 0,66
0,1 0,33
1 0,25
10 0,17

Tabla 19-3

Nombre del compuesto

Concentracion (nM)

Valor relativo

NT - 1,00
TfR2-019.6G 0,001 0,79
0,01 0,53
0,1 0,35
1 0,29
10 0,19
TfR2-019.92DUG 0,001 0,88
0,01 0,67
0,1 0,33
1 0,24
10 0,24
TfR2-019.22DUG 0,001 0,83
0,01 0,55
0,1 0,34
1 0,23
10 0,24
TfR2-019.93DUG 0,001 0,85
0,01 0,67
0,1 0,40
1 0,26
10 0,24
TfR2-046.5 0,001 0,84
0,01 0,78
0,1 0,55
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1 0,35

10 0,37
Tabla 20
Nombre del compuesto Concentracién (nM) Valor relativo
NT - 1,00
TfR2-019.92DUG 0,001 0,85
0,01 0,52
0,1 0,35
1 0,16
10 0,13
TfR2-019.93DUG 0,001 0,68
0,01 0,42
0,1 0,22
1 0,11
10 0,08
TfR2-019.94DUG 0,001 0,65
0,01 0,48
0,1 0,28
1 0,15
10 0,16
TfR2-019.95DUG 0,001 0,91
0,01 0,53
0,1 0,25
1 0,18
10 0,09

Ejemplo de prueba 2-1: actividad de inactivacién de hTfR2 usando células HepG2

De la misma manera que en el Ejemplo de prueba 2, el nivel de expresion de ARNm
de hTfR2 se evalud 2 dias después de que se introdujo ARNip en células HepG2 mediante un
método de transfeccion inversa. Se usaron TfR2-019 (Ejemplo 19) y TfR2-019.94DUG
(Ejemplo 169) como ARNip.
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Para la evaluacién del nivel de expresion de ARNm de hTfR2, se calcularon los niveles
relativos de expresion de ARNm de hTfR2 de las muestras tratadas con ARNip y se registraron
como valores relativos cuando se supone que el nivel de expresion de ARNm de hTfR2 en el

control negativo (NT) es de 1,0. Los resultados se muestran en la FIGURA 12.

Estos resultados demuestran que TfR2-019.94DUG tiene una actividad de inactivacion

particularmente alta contra el ARNm de hTfR2.

Ejemplo de Prueba 3: Prueba de administracion individual de ARNip de TfR2 a monos

cangrejeros machos

Se midieron la concentracion de hierro en plasma y la concentraciéon de hepcidina en
plasma después de la administracion subcutdnea de TfR2-039.5G (Ejemplo 127) o TfR2-
039.23DUG (Ejemplo 144) a una dosis de 30 mg/kg. La concentracion de hierro en plasma
se midié usando un kit de medicién de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co.,
Ltd.). La concentracion de hepcidina en plasma se midié usando LC/MS. La Tabla 21
muestra los resultados para la administracién de TfR2-039.5G (Ejemplo 127), y la Tabla 22
muestra los resultados para TfR2-039.23DUG (Ejemplo 144).

Tabla 21
Mono 1
dias después de la
administracion plasma Fe ug/dL Hepcidina(nM)
0 1465 155
3 209,0 13
! 214,0 16
14 271,0 12
21 300,0 131
29 285,5 13.9
35 204,0 20,0
42 2195 176
49 2035 156
56 187,5 188

Tabla 22
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Mono 2 Mono 3
dias después
plasma Fe o plasma Fe o
de la Hepcidina(nM) Hepcidina(nM)
o _ ug/dL ug/dL
administracion
-14 108,5 16,4 121,5 13,0
0 142,5 16,4 140,5 11,7
7 183,0 11,9 121,0 12,4
14 215,0 9,45 140,5 9,83
21 198,5 9,77 180,0 8,88
28 197,5 10,4 168,0 9,60
37 169,5 10,8 196,0 10,4
42 183,5 11,5 131,0 4,95
49 156,5 no determinado 124,0 no determinado

Ejemplo de Prueba 4: Preparacion de particulas lipidicas de acido nucleico que
encapsulan ARNip usando ARNip de TfR2

(1) Preparacion de particulas lipidicas de acido nucleico que encapsulan ARNip

Se disolvio diestearoilfosfatidilcolina (1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina: en lo
sucesivo, referida como DSPC, NOF CORPORATION), colesterol(en lo sucesivo, referido
como Chol, Sigma-Aldrich, Inc.), acetato de (7R,92)-18-({[3-(dimetilamino)
propiloxiJcarbonil}oxi) octacosa-9-en-7ilo (compuesto descrito en WO 2015/005253, Ejemplo
28) (en lo sucesivo, referido como LP), y 1,2-dimiristoil-sn-glicerol metoxipolietilenglicol que
tiene un peso molecular de aproximadamente 2000 en términos de polietilenglicol (1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-metoxipolietilenglicol; en lo sucesivo, referido como PEG-DMG, NOF
CORPORATION) en una relacion molar de 10 : 48 : 40 : 2 en etanol a una concentracion total
de lipidos de 10 mM.

Por otro lado, como ARNip de TfR2 de ratdn, se preparé AD-47882 (ARNip para TfR2
de raton que se describe en WO 2012/177921) mediante dilucion con una solucion

amortiguadora de citrato (amortiguador de citrato 20 mM, pH 4,0).

Se obtuvo una dispersién bruta de particulas lipidicas de acido nucleico mezclando la
solucion lipidica y una solucién de ARNip en microcanales con NanoAssemblr BenchTop

(Precision Nanosystems Inc.), de modo que la relacién en peso del lipido total con respecto al
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ARNip fue de 11, y la relacion en volumen de la solucion lipidica y la soluciéon de ARNip fue
de 1 : 3. La dispersién de particulas lipidicas de acido nucleico se dializé6 contra
aproximadamente 25 a 50 veces su cantidad de una soluciéon amortiguadora de fosfato
durante 12 a 18 horas (Float-A-Lyzer G2, MWCO: 1,000 kD, Spectra/Por) para remover el
etanol, obteniendo asi una dispersion purificada de particulas lipidicas de acido nucleico que
encapsulan ARNip. LP se sintetizd mediante un método descrito en WO 2015/005253,
Ejemplo 28.

(2) Evaluacién de las caracteristicas de las particulas lipidicas de acido nucleico que

encapsulan ARNip

Las siguientes caracteristicas se evaluaron para la dispersién que contiene particulas

lipidicas de acido nucleico como se preparé en (1).
(2-1) Relacién de encapsulacién de ARNip

Usando el kit de ensayo de ARN Quant-iT RiboGreen (Invitrogen), se midio la relacion
de encapsulacién de ARNip de acuerdo con el documento del producto. Especificamente, el
ARNip en la dispersion de particulas lipidicas de acido nucleico se cuantificé con y sin un
tensioactivo Triton X-100 al 0,015%, seguido del célculo de la relaciéon de encapsulacion a

partir de la siguiente ecuacion.

Relacién de encapsulacion (%) = {([nivel de ARNip con tensioactivo] - [nivel de ARNip

sin tensioactivo]) / [nivel de ARNip con tensioactivo]} x 100(%)

(2-2) Relacion de ARNip y lipido

Se preparo una dispersion de particulas lipidicas de acido nucleico mediante dilucién
con Triton X-100 al 1,0%, y se midi6é la cantidad de ARNip en la dispersion de particulas
lipidicas de acido nucleico mediante cromatografia de intercambio iénico (sistema: Agilent
1260 series, columna: Dionex BioLC DNAPac PA200 (8 um, 4,0 mm x 250 mm) (Thermo
Fisher Scientific Inc.), Amortiguador A: Solucion amortiguadora de Tris-HCI 10 mM, perclorato
de sodio 25 mM, etanol al 20% (pH 7,0), amortiguador B: Solucion amortiguadora de Tris HCI
10 mM, perclorato de sodio 250 mM, etanol al 20% (pH 7,0), (B%): 20-70% (15 min), velocidad

de flujo: 0,5 mL/min, temperatura: 40°C, deteccion: 260 nm).
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Se prepard una dispersion de particulas lipidicas de acido nucleico mediante dilucién
con etanol, y se midid la cantidad de cada lipido en la dispersion de particulas lipidicas de
acido nucleico mediante cromatografia de fase inversa (sistema: DIONEX UltiMate 3000,
columna: XSelect CSH C18 (130 A, 3,5 um, 3,0 mm x 150 mm) (Catadlogo Waters #
186005263), Amortiguador A: 0,2% de acido formico, Amortiguador B: 0,2% de acido férmico,
metanol, (B%): 75-95% (15 min), 95% (2 min), velocidad de flujo: 0,45 mL/min, temperatura:
50°C, deteccién: Corona CAD (detector de aerosol cargado)). La relacién de lipido total a

ARNip se calculé a partir de la siguiente ecuacion.

Cantidad de lipido total a ARNip (peso/peso) = [concentracion total de lipidos] /

[concentracion de ARNip] (peso/peso)
(2-3) Diametro promedio de particula

El diametro de particula de las particulas lipidicas de acido nucleico se midié6 mediante
Zeta Potential/Particle Sizer NICOMPTM 380ZLS (Particle Sizing Systems, LLC.). El
diametro promedio de particula en las tablas indica un diametro promedio de particula en
volumen, donde el numero siguiente + indica un error. La Tabla 23 muestra los resultados

de la evaluacion de las caracteristicas.

Tabla 23
Relacién de Diametro de Lipido total/ARNip
encapsulacion particula (p/p)
(%) (nm)
AD-47882 95 91+26 11

A partir de los resultados anteriores, se hizo evidente que en estas particulas lipidicas
de acido nucleico, aproximadamente el 95% del ARNip estaba encapsulado en las particulas

lipidicas, y el diametro promedio de particula era de aproximadamente 90 nm.

Ejemplo de Prueba 5: Prueba de evaluacion de la eficacia del farmaco para particulas
lipidicas de acido nucleico que encapsulan ARNip de TfR2 en un modelo en ratén de

anemia asociada con la pérdida de la funciéon de la médula 6sea

Usando particulas lipidicas de acido nucleico que encapsulan AD-47882 (ARNip para
TfR2 de ratén que se describe en WO 2012/177921) como particulas lipidicas de acido

nucleico que encapsulan ARNip de TfR2 de ratén, se realiz6 el siguiente experimento. Las
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particulas lipidicas de acido nucleico se prepararon de la misma manera que en el Ejemplo
de prueba 4. Para inducir la pérdida de la funcién de la médula ésea, se administraron 100
mg/kg de carboplatino (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) por via intraperitoneal
(i.p.) a ratones C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.). A un grupo de control en el que
no se indujo la pérdida de la funcién de la médula ésea (control), se administré6 PBS i.p. en
lugar de carboplatino (n = 5). Cuatro dias después de la administraciéon de carboplatino, el
agrupamiento se realiz6 en funcion de la concentracion de hierro en plasma y la concentracion
de HGB, seguido del tratamiento con el agente farmacolégico (n = 5/grupo). EIl agente
farmacoldgico se administrd por via intravenosa (i.v.) una vez en forma de particulas lipidicas
de acido nucleico para cada uno de 0,5 mg/kg (0,5 mpk) de AD-47882 y 0,25 mg/kg (0,25
mpk) de AD-47882. PBS se administro por via intravenosa en lugar del agente farmacoldgico
a un grupo de vehiculo. Antes de la administracion de AD-47882 (Dia 0), 3 dias después de
la administracion de AD-47882 (Dia 3), 7 dias después de la administracion (Dia 7), 10 dias
después de la administracion (Dia 10) y 11 dias después de la administracién (Dia 11), se
extrajo sangre de la vena de la cola y se midié la concentracion de HGB utilizando el kit
QuantiChrom Whole Blood HB (fabricado por Bioassay Systems, LLC.). En la Figura 7C se
muestran los resultados para la concentracién de HGB. Antes de la administracion de AD-
47882 (Dia 0), 3 dias después de la administracién (Dia 3) y 7 dias después de la
administracion (Dia 7), se midieron la concentracion de hierro en plasma y la concentracion
de hepcidina en plasma. La concentracion de hierro en plasma se midié usando un kit de
medicion de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). La concentracion
de hepcidina en plasma se midi6é usando LC/MS. Los resultados para la concentracion de
hierro en plasma y la concentracién de hepcidina en plasma se muestran en las Figuras 7A 'y
7B, respectivamente. Ademas, 11 dias después del tratamiento con AD-47882 (Dia 11), se
extrajo sangre de la vena abdominal grande bajo anestesia con isoflurano, y se midi6 la
cantidad media de hemoglobina corpuscular (MCH) utilizando un analizador de corpusculos
automatico multielemento XT 2000 (fabricado por Sysmex Corporation). En la Figura 7D se

muestran los resultados para la cantidad de MCH.

Los ratones se sacrificaron sin dolor mediante sangrado, luego se aislé el higado y se
midieron los niveles de expresion de ARNm de TfR2 de raton (mTfR2) y hepcidina de ratdn
(mHepcidina). Utilizando el kit RNeasy Mini (fabricado por QUAGEN), se extrajo el ARN de
acuerdo con el protocolo del kit. 5000 ng del ARN obtenido se sometieron a una reaccion de
transcripcion inversa usando el kit de ARN a ADNc de alta capacidad (fabricado por Applied
Biosystems). Usando el ADNc asi obtenido, se midio el nivel de ARNm de TfR2 de raton

endogeno y hepcidina mediante PCR cuantitativa.
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La PCR cuantitativa se realizo de la siguiente manera utilizando IDT PrimeTime Gene
Expression Master Mix (fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.). EI ADNc obtenido
se diluyd 10 veces con agua destilada (se mezclaron 15 uL de ADNc y 135 uL de agua
destilada). En una placa de PCR de 384 pocillos (fabricada por Applied Biosystems), se
mezclaron 5 pL de IDT PrimeTime Gene Expression Master Mix, 0,25 uL de un cebador de
TfR2 (mTfR2) de raton (Mm.PT.58.7860185, fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.)
0 0,25 uL de un cebador de hepcidina (mHepcidina) de ratén (Mm.PT.58.43563393.g,
fabricado por Integrated DNA Technologies, Inc.), 2,75 uL de agua destilada y 2 uL de ADNc
(total 10 uL) por pocillo, la mezcla se preparé en una cantidad equivalente a 2 pocillos para
cada ADNc, y se realizé PCR cuantitativa. Para el gen de mantenimiento, un cebador de
Bactina de raton (mActb) (Mm. PT. 39a, 22214843. g, fabricado por Integrated DNA
Technologies, Inc.), y se mezclé para cumplir con una relacion como se describio
anteriormente, la mezcla se prepard en una cantidad equivalente a 2 pocillos para cada ADNc,
y se realiz6 PCR cuantitativa. El nivel de ARNm de cada uno de mTfR2, mHepcidina y mActb
se proporciond como un valor promedio de dos pocillos. El nivel de expresion de ARNm de
mTfR2 y mHepcidina se estandarizé con el nivel de expresion de ARNm de mActb que es un
gen constitutivo. Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de control en el que no
se indujo la pérdida de la funcién de la médula 6sea es de 1,0, se calcularon y registraron los
niveles de ARNm relativos en el grupo de vehiculo y el grupo de tratamiento con AD-47882
(xerror estandar del valor promedio). Los resultados para los niveles de expresion de ARNm

de mTfR2 y mHepcidina en el higado se muestran en la Figura 7E y 7F, respectivamente.

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2, el nivel de
expresion de ARNm de TfR2 puede suprimirse para aumentar la concentracion de HGB,
proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades anémicas tal como anemia

asociada con disfuncion de la médula 6sea, por ejemplo, anemia asociada con mielofibrosis.

Ejemplo de Prueba 6: Prueba de evaluacion de la eficacia del farmaco para ARNip de
TfR2 conjugado con GalNAc en modelo de raton de anemia asociada con pérdida de la

funcioén de la médula 6sea

Usando AD47882.23DUG (Ejemplo 171) como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc,
se llevo a cabo el siguiente experimento. Para inducir la pérdida de la funcion de la médula
Osea, se administraron 100 mg/kg de carboplatino por via intraperitoneal (i.p.). PBS se
administré i.p. en lugar de carboplatino (n = 5) a un grupo de control en el que no se indujo la

pérdida de la funcion de la médula dsea (control). Cuatro dias después de la administracion
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de carboplatino, se realiz6 el agrupamiento en funcién de la concentracion de HGB, seguido
del tratamiento con el agente farmacolégico (n = 9 o 10/grupo). El agente farmacolégico se
administré por via subcutanea una vez a una dosis de 3 mg/kg (3 mpk) a un grupo de
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc. Se administré ActRIIB conjugado
con Fc (ActRIIB-Fc) como agente farmacoldgico para atrapar un ligando para el receptor de
activina tipo 1IB (ActRIIB) por via subcutanea a una dosis de 10 mg/kg cada 3 o 4 dias a un
grupo de control positivo, con la administracion realizada tres veces en total. ActRIIB-Fc es
una preparaciéon de proteina obtenida mediante la unién del dominio extracelular de
luspatercept (ACE-536) al dominio Fc de IgG2a de ratén (WO 2016090188, Blood. 2014;
123(25): 3864-3872), y se sabe que promueve la diferenciacion de eritrocitos suprimiendo las
sefales de SMAD 2/3, y que exhibe un efecto terapéutico en un modelo en ratén de
talasemia y un modelo en raton de sindrome mielodisplasico (Blood. 2014; 123(25): 3864-
3872, Nature Medicine volumen 20, paginas 408-414 (2014)). PBS se administré por via
subcutanea cada 3 o 4 dias a un grupo de vehiculo, con la administracién realizada tres veces
en total. el ARNip se administré por via subcutanea una vez y ActRIIB-Fc se administré por
via subcutanea tres veces en total como se describié anteriormente a un grupo para el

tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en combinacién con ActRIIB-Fc.

Antes del tratamiento con el agente farmacoldgico (Dia 0), 3 dias después del
tratamiento (Dia 3) y 8 dias después del tratamiento (Dia 8), se extrajo sangre de la vena de
la cola y se midi6 la concentracion de HGB utilizando el kit QuantiChrom Whole Blood HB
(fabricado por Bioassay Systems, LLC.). Los resultados para la concentracién de HGB se
muestran en la Figura 8A (error + estandar del valor promedio). La Figura 8B muestra los
resultados para la concentracién de HGB 3 dias después del tratamiento con el agente
farmacoldgico, que indican un efecto del uso combinado de ARNip de TfR2 conjugado con
GalNAc y ActRIIB-Fc. Nueve dias después del tratamiento con el agente farmacoldgico (Dia
9), se extrajo sangre de la vena abdominal grande bajo anestesia con isoflurano, y se midieron
la concentracion de HGB, la cantidad de MCH, el valor de hematocrito (HCT) y el nimero de
glébulos rojos (RBC) utilizando un analizador de corpusculos automatico de multiples
elementos XT 2000 (fabricado por Sysmex Corporation). Los resultados se muestran en las
Figuras 8D a 8G (error + estandar del valor promedio), respectivamente. Los ratones se
sacrificaron sin dolor mediante sangrado, luego se aislé el higado y se midieron los niveles de
expresion de ARNm de mTfR2. La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron de
la manera descrita en el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresiéon de ARNm de mTfR2 se

estandarizé con el nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de mantenimiento.
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Los resultados para el nivel de expresion de ARNm de mTfR2 se muestran en la Figura 8C.
Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de control en el que no se indujo la pérdida
de la funcién de la médula 6sea es de 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de

ARNmM en otros grupos (error + estandar del valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, el nivel de expresion de ARNm de TfR2 puede suprimirse para aumentar la
concentracion de HGB, proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades
anémicas tal como anemia asociada con disfuncion de médula 6sea, por ejemplo, anemia
asociada con mielofibrosis. Ademas, los resultados muestran que la administracion
combinada de ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc y luspatercept puede permitir la
provision de un efecto terapéutico mayor que el de un agente individual sobre la enfermedad

anémica, tal como la anemia asociada con mielofibrosis.

Ejemplo de Prueba 7: Prueba de evaluacion de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon de anemia asociada con inflamacién

Usando los compuestos de AD47882.5G (Ejemplo 131), AD47882.23G (Ejemplo 132),
AD47882.23sG (Ejemplo 133), AD47882.23DUG (Ejemplo 171) y AD47882.23sDUG (Ejemplo
172) como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se llevé a cabo el siguiente experimento.
Cada ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc se administré por via subcutanea a ratones
C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.) una vez a una dosis de 1 mg/kg (1 mpk) (Dia 0).
PBS se administré por via subcutanea a un grupo de vehiculo. Cinco dias después del
tratamiento con ARNip o PBS (Dia 5), se administré trementina por via subcutanea a 150
ulL/ratén para inducir inflamacion. PBS se administré s.c. en lugar de trementina a un grupo
de control en el que no se indujo inflamacioén (control). En la presente prueba, n = 5/grupo.
Dos dias después de la primera administracion de trementina (Dia 7), se midieron la
concentracion de hierro en plasma y la concentracion de hepcidina en plasma. La
concentracién de hierro en plasma se midié usando un kit de medicién de hierro Metallo-assay
(fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). La concentracion de hepcidina en plasma se midio

usando LC/MS. Los resultados se muestran en las Figuras 9A y 9B, respectivamente.

Seis dias después de la primera administracién de trementina (Dia 11), la trementina
se administré6 nuevamente por via subcutanea a 150 plL/ratdon. Dos dias después de la
segunda administracién de trementina (Dia 13), se extrajo sangre de la vena abdominal
grande bajo anestesia con isoflurano, y la concentracion de HGB, la cantidad de MCH vy el

numero de glébulos rojos se midieron utilizando un analizador de corpusculos automatico de
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multiples elementos XT 2000 (fabricado por Sysmex Corporation). Los resultados se
muestran en las Figuras 9C a 93, respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor
mediante sangrado, luego se aislé el higado y se midio el nivel de expresion de ARNm de
mTfR2. La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron de la manera descrita en
el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresion de ARNm de mTfR2 se estandarizé con el
nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de mantenimiento. Los resultados para
el nivel de expresion de ARNm de mTfR2 se muestran en la Figura 9F. Como se supone
que el nivel de ARNm en el grupo de control en el que no se indujo inflamacién es de 1,0, se
calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros grupos (error + estandar del

valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, se puede suprimir el nivel de expresion de ARNm de TfR2 para aumentar la
concentracion de HGB, proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades
anémicas tal como anemia asociada con inflamacién, por ejemplo, anemia asociada con

enfermedad renal crénica y anemia cancerosa.

Ejemplo de Prueba 8: Prueba de evaluacion de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratéon de anemia asociada con inflamacién

Usando AD47882.41DUG (Ejemplo 173), ADA47882.88DUG (Ejemplo 174),
AD47882.89DUG (Ejemplo 175), AD47882.91DUG (Ejemplo 176), AD47882.92DUG (Ejemplo
177) y AD47882.93DUG (Ejemplo 178) como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se llevé
a cabo el siguiente experimento. Cada ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc se administro
a ratones C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.) una vez a una dosis de 1 mg/kg (1 mpk)
(Dia 0). PBS se administré por via subcutanea al grupo de vehiculo. Cuatro dias después
del tratamiento con ARNip o PBS (Dia 4), se administré trementina por via subcutanea a 150
uL/ratdn para inducir inflamacion. Se administré PBS s.c. en lugar de trementina al grupo de
control que no experimentaria induccion de inflamacion.  En la presente prueba, n = 5/grupo.
Dos dias después de la primera administraciéon de trementina (Dia 6), se midié la
concentracién de hierro en plasma. La concentracion de hierro en plasma se midié usando
un kit de medicion de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los

resultados se muestran en la Figura 10A, respectivamente.

Siete dias después de la primera administracién de trementina (Dia 11), la trementina
se administr6 nuevamente por via subcutanea a 150 ulL/ratén. Tres dias después de la

segunda administracién de trementina (Dia 14), se extrajo sangre de la vena abdominal
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grande bajo anestesia con isoflurano, y la concentracion de HGB, la cantidad de MCH vy el
numero de glébulos rojos se midieron utilizando un analizador de corpusculos automatico de
multiples elementos XT 2000 (fabricado por Sysmex Corporation). Los resultados se
muestran en las Figuras 10B a 10D, respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor
mediante sangrado, luego se aislé el higado y se midio el nivel de expresion de ARNm de
mTfR2. La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron de la manera descrita en
el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresion de ARNm de mTfR2 se estandarizé con el
nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de mantenimiento. Los resultados
para el nivel de expresién de ARNm de mTfR2 se muestran en la Figura 10E. Como se
supone que el nivel de ARNm en el grupo de control en el que no se indujo inflamacién es de
1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros grupos (error + estandar

del valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, se puede suprimir el nivel de expresion de ARNm de TfR2 para aumentar la
concentracion de HGB, proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades
anémicas tal como anemia asociada con inflamacién, por ejemplo, anemia asociada con

enfermedad renal crénica y anemia cancerosa.

Ejemplo de Prueba 9: Cribado de células HepG2 para ARNip de TfR2 mediante un

método de transfeccion inversa

Usando TfR2-019.94DUG (Ejemplo 169), TfR2-019.94DUG.s1 (Ejemplo 180), TfR2-
019.94DUG.s2 (Ejemplo 181), TfR2-019.94DUG.e1 (Ejemplo 182), TfR2-019.94DUG.e2
(Ejemplo 183) y TfR2-019.94DUG.e3 (Ejemplo 184) como ARNip, se llevé a cabo una prueba
para el nivel de expresiéon de ARNm de hTfR2 de la misma manera que en el Ejemplo de
prueba 2. Como se supone que el nivel de expresion de ARNm de hTfR2 en el control
negativo (NT) es 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de expresién de ARNm

de hTfR2 de las muestras tratadas con ARNip. La Tabla 24 a continuacion muestra los

resultados.
Tabla 24-1
Nombre del compuesto Concentraciéon (nM) Valor relativo
NT - 1,00
19.94DUG 0,001 0,97
0,01 0,58
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0,1 0,26

1 0,05

10 0,03

19.94DUG.s1 0,001 1,13

0,01 0,48

0,1 0,17

1 0,07

10 0,02

19.94DUG.s2 0,001 1,02

0,01 0,53

0,1 0,26

1 0,08

10 0,04

19.94DUG.e1 0,001 0,92

0,01 0,40

0,1 0,20

1 0,06

10 0,02

19.94DUG.e2 0,001 0,89

0,01 0,51

0,1 0,21

1 0,08

10 0,04

Tabla 24-2

Nombre del compuesto Concentracion (nM) Valor relativo

NT - 1,00

19.94DUG 0,001 0,86

0,01 0,63

0,1 0,30

1 0,10

10 0,06

19.94DUG €3 0,001 0,99

0,01 0,60
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0,1 0,27
1 0,09
10 0,03

Ejemplo de Prueba 10: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en ratones normales

Usando AD47882.5G (Ejemplo 131) y AD47882.94DUG (Ejemplo 179) como ARNip
conjugado con GalNAc, se llevd a cabo el siguiente experimento. Como ARNip conjugado
con GalNAc, se administr6 AD47882.5G por via subcutanea (s.c.) a ratones C57BL/6NJcl
macho (de CLEA Japan, Inc.) a una dosis de 10 mg/kg (10 mpk), 3 mg/kg (3 mpk) o 1 mg/kg
(1 mpk) (n = 5/grupo). Se administré PBS por via subcutanea a un grupo de vehiculo (n =
5/grupo). Antes del tratamiento con ARNip o PBS (Dia 0), 7 dias después del tratamiento
(Dia 7), 21 dias después del tratamiento (Dia 21) y 28 dias después del tratamiento (Dia 28),
se extrajo sangre de la vena de la cola y se midié la concentracion de hierro en plasma
utilizando un kit de medicion de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.).
Los resultados para la concentracion de hierro en plasma se muestran en la Figura 13A (error

+ estandar del valor promedio).

Como ARNip conjugado con GalNAc, se administré AD47882.94DUG por via
subcutanea (s.c.) aratones C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.) a una dosis de 3 mg/kg
(3 mpk), 1 mg/kg (1 mpk) o 0,3 mg/kg (0,3 mpk) (n = 5/grupo). Se administré PBS por via
subcutanea a un grupo de vehiculo (n = 5/grupo). Antes del tratamiento con ARNip o PBS
(Dia 0), 7 dias después del tratamiento (Dia 7), 21 dias después del tratamiento (Dia 21) y 28
dias después del tratamiento (Dia 28), se extrajo sangre de la vena de la cola y se midi6 la
concentracion de hierro en plasma utilizando un kit de medicién de hierro Metallo-assay
(fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los resultados para la concentracion de hierro en

plasma se muestran en la Figura 13B (error + estandar del valor promedio).

Estos resultados muestran que, en particular, AD47882.94DUG suprime de forma
estable el nivel de expresion de ARNm de TfR2 in vivo para aumentar la concentracion de
hierro en plasma. Como otra prueba, los ratones normales se trataron de manera similar con
AD47882.88DUG (compuesto del Ejemplo 174), AD47882.89DUG (compuesto del Ejemplo
175), AD47882.91DUG (compuesto del Ejemplo 176), AD47882.92DUG (compuesto del
Ejemplo 177), AD47882.93DUG (compuesto del Ejemplo 178), AD47882.71DUG (compuesto

obtenido mediante la aplicacion del patron de modificacion de tipo 71 al compuesto
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AD47882.88DUG), AD47882.80DUG (compuesto obtenido mediante la aplicacién del patron
de modificacion de tipo 80 al compuesto AD47882.88DUG) o AD47882.90DUG (compuesto
obtenido mediante la aplicacion del patron de modificacion de tipo 90 al compuesto
AD47882.88DUG), y se confirmd que la concentracion de hierro en plasma aumentoé 28 dias
después del tratamiento. Estos resultados sugieren que al aplicar el mismo patron de
modificacion que los de los compuestos mencionados anteriormente al ARNip de TfR2 con
diferentes secuencias diana, se puede obtener ARNip capaz de suprimir de forma estable el

nivel de expresion de ARNm de TfR2 para aumentar la concentracion de hierro en plasma.

Ejemplo de Prueba 11: Prueba de evaluacion de la eficacia del farmaco para el ARNip
de TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la

pérdida de la funcién de la médula 6sea

Usando AD47882.23DUG (Ejemplo 171) y AD47882.94DUG (Ejemplo 179) como
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se llevo a cabo el siguiente experimento. Para
inducir la pérdida de la funcion de la médula ésea, se administraron 100 mg/kg de carboplatino
por via intraperitoneal (i.p.) a ratones C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.). El
agrupamiento se realizé en funcion de la concentracion de HGB y la concentracion de hierro
en plasma 4 dias después de la administracion de carboplatino, seguido de tratamiento con
agente farmacolégico (n = 6/grupo). El agente farmacolégico se administré por via
subcutanea (s.c.) una vez a una dosis de 3 mg/kg (3 mpk) a un grupo de tratamiento con
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc. PBS se administré por via subcutanea una vez a un

grupo de vehiculo.

Antes del tratamiento con agente farmacolégico (Dia 0), se extrajo sangre de la vena
de la cola y se midié la concentraciéon de HGB utilizando el kit QuantiChrom Whole Blood HB
(fabricado por Bioassay Systems, LLC.). Los resultados para la concentracién de HGB antes
del tratamiento con el agente farmacolégico se muestran en la Figura 14A (error + estandar
del valor promedio). La concentracion de hierro en plasma se midié usando un kit de
medicidén de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los resultados
para la concentracién de hierro en plasma antes del tratamiento con el agente farmacoldgico
se muestran en la Figura 14B (error + estandar del valor promedio). La Figura 14C muestra
los resultados para la concentracion de hierro en plasma 8 dias después del tratamiento con
el agente farmacolégico (Dia 8). Nueve dias después del tratamiento con el agente
farmacologico (Dia 9), se extrajo sangre de la vena abdominal grande bajo anestesia con

isoflurano y se midio la concentracién de HGB, la cantidad de MCH y el nimero de glébulos
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rojos utilizando un analizador de corpusculos automatico de multiples elementos XT 2000
(fabricado por Sysmex Corporation). Los resultados se muestran en las Figuras 14D a 14F

(error + estandar del valor promedio), respectivamente.

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, se puede aumentar la concentracion de hierro en plasma con el fin de aumentar
la concentracion de HGB, proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades
anémicas tal como anemia asociada con disfuncién de la médula 6sea, por ejemplo, anemia

asociada con mielofibrosis.

Ejemplo de Prueba 12: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia asociada con inflamacién

Usando AD47882.92DUG (Ejemplo 177) y AD47882.94DUG (Ejemplo 179) como
ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se llevo a cabo el siguiente experimento. Para
inducir la inflamacién, se administrd trementina por via subcutanea (s.c.) a ratones
C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.) a 150 ul/ratén tres veces por semana. Se
administré PBS por via subcutanea en lugar de trementina a un grupo de control en el que no
se indujo inflamacién (control). Siete dias después de la primera administracion de
trementina (Dia 0), se extrajo sangre de la vena de la cola y se midieron la concentracion de
hierro en plasma y la concentraciéon de HGB. La concentracion de hierro en plasma se midié
usando un kit de medicion de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). La
concentracion de HGB se midié usando el kit QuantiChrom Whole Blood HB (fabricado por
Bioassay Systems, LLC.). Los resultados se muestran en las Figuras 15A Y 15B (error +
estandar del valor promedio), respectivamente. El agente farmacolégico se administré a
ratones C57BL/6NJcl macho (de CLEA Japan, Inc.) (n = 5/grupo). EIl agente farmacoldgico
se administré por via subcutanea una vez a una dosis de 3 mg/kg (3 mpk) a un grupo de
tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc. PBS se administré por via

subcutanea una vez a un grupo de vehiculo.

Cuatro dias después del tratamiento con el agente farmacoldgico (Dia 4) y 8 dias
después del tratamiento (Dia 8), se extrajo sangre de la vena de la cola y se midio la
concentracién de hierro en plasma utilizando un kit de medicién de hierro Metallo-assay
(fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los resultados se muestran en la Figura 15A (error
+ estandar del valor promedio). Ademas, 8 dias después del tratamiento con el agente

farmacoldgico, se extrajo sangre de la vena abdominal grande bajo anestesia con isoflurano,
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y se midieron la concentracién de HGB, la cantidad de MCH y el nimero de glébulos rojos
utilizando un analizador de corpusculos automatico de multiples elementos XT 2000 (fabricado
por Sysmex Corporation). Los resultados se muestran en las Figuras 15C a 15E (error +
estandar del valor promedio), respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor
mediante sangrado bajo anestesia con isoflurano, luego se aisl6é el higado y se midio el nivel
de expresion de ARNm de mTfR2. La extraccién de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron
de la manera descrita en el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresion de ARNm de mTfR2
se estandarizé con el nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de mantenimiento.
Los resultados para el nivel de expresién de ARNm de mTfR2 se muestran en la Figura 15F.
Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de control que no experimentoé induccion
de inflamacion es de 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros

grupos (error + estandar del valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, se puede suprimir el nivel de expresion de ARNm de TfR2 para aumentar la
concentraciéon de HGB, proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades
anémicas tal como anemia asociada con inflamacién, por ejemplo, anemia asociada con

enfermedad renal crénica y anemia cancerosa.

Ejemplo de Prueba 13: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de
TfR2 conjugado con GalNAc en ratones NUP98-HOXD13

Los ratones NUP98-HOXD13 (C57BL/6-Tg (Vav1-NUP98/HOXD13)G2Apla/J) se
conocen como un modelo en ratén del sindrome mielodisplasico (MDS) caracterizado por
hematopoyesis inefectiva y diferenciacién y maduracion insuficientes de los eritrocitos (Nature
Medicine volumen 20, paginas 408-414 (2014)). Con el fin de verificar el efecto terapéutico
del ARNip de TfR2 en MDS, se llevo a cabo una prueba de administracién de ARNip de TfR2
conjugado con GalNAc en ratones NUP98-HOXD13. El compuesto utilizado fue
AD47882.23DUG (Ejemplo 171).

Se compraron ratones NUP98-HOXD13 de The Jackson Laboratory Japan, Inc., y se
usaron en el experimento. Los ratones se agruparon en funcion de la concentracién de hierro
en plasma, la concentracién de HGB y el peso corporal en ratones NUP98-HOXD13 de cuatro
meses de edad, seguido de tratamiento con agente farmacolégico (n = 8/grupo). El agente
farmacoldgico se administré por via subcutanea (s.c.) una vez a la semana a una dosis de 5
mg/kg (5 mpk) a un grupo de tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc. PBS

se administré por via subcutanea una vez a la semana a un grupo de vehiculo.
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Dos semanas, cuatro semanas y ocho semanas despueés del inicio del tratamiento con
el agente farmacoldgico, se extrajo sangre de la vena de la cola y se midié la concentracion
de hierro en plasma utilizando un kit de mediciéon de hierro Metallo-assay (fabricado por
Metallogenics Co., Ltd.). Los resultados se muestran en la Figura 16A (error + estandar del
valor promedio). Dos semanas, cuatro semanas, seis semanas y ocho semanas después
del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, se extrajo sangre de la vena de la cola
y se midio la concentracion de HGB utilizando el kit QuantiChrom Whole Blood HB (fabricado
por Bioassay Systems, LLC.). Los resultados se muestran en la Figura 16B (error + estandar
del valor promedio). Ocho semanas después del inicio del tratamiento con el agente
farmacoldgico, se extrajo sangre de la vena abdominal grande bajo anestesia con isoflurano,
y se midieron la concentracion de HGB, la cantidad de MCH y el niumero de glébulos rojos
utilizando un analizador de corpusculos automatico de multiples elementos XT 2000 (fabricado
por Sysmex Corporation). Los resultados se muestran en la Figura 16C a 16E (error +
estandar del valor promedio), respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor
mediante sangrado bajo anestesia con isoflurano, luego se aislé el higado y se midio el nivel
de expresion de ARNm de mTfR2. La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron
de la manera descrita en el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresion de ARNm de mTfR2
se estandariz6 con el nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de
mantenimiento. Los resultados para el nivel de expresién de ARNm de mTfR2 se muestran
en la Figura 16F. Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de vehiculo es 1,0, se
calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros grupos (error + estandar del

valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, se puede suprimir el nivel de expresion de ARNm de TfR2 con el fin de aumentar
la concentracidn de hierro en plasma y dar como resultado un aumento en la concentracion
de HGB, proporcionando de este modo un efecto terapéutico en MDS que es una enfermedad

anémica asociada con la pérdida de la funcion de la médula ésea.

Ejemplo de Prueba 14: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de
TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en raton de anemia asociada con

enfermedad renal crdonica

Usando el compuesto de AD47882.94DUG (Ejemplo 179) como ARNip de TfR2
conjugado con GalNAc, se llevo a cabo el siguiente experimento. Para inducir la enfermedad

renal cronica y la anemia asociada con la misma, se administré un alimento preparado para
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tener un contenido de adenina (010-11513 fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
de 0,2% a ratones macho C57BL/6NJcl (de CLEA Japan, Inc.). Dos semanas después de
administrar el alimento con 0,2% de adenina, se extrajo sangre de la vena de la cola y se
midieron la concentracioén de hierro en plasma y la concentracion de HGB. La concentracién
de hierro en plasma se midié usando un kit de medicién de hierro Metallo-assay (fabricado
por Metallogenics Co., Ltd.). La concentracién de HGB se midié usando el kit QuantiChrom
Whole Blood HB (fabricado por Bioassay Systems, LLC.). Los resultados se muestran en las
Figuras 17A a 17B (error + estandar del valor promedio), respectivamente. La agrupacién se
realizé en funcién de la concentracion de hierro en plasma, la concentracion de HGB y el peso
corporal, seguido del tratamiento con el agente farmacologico (n = 6/grupo). EIl agente
farmacoldgico se administrd por via subcutanea una vez a la semana a una dosis de 3 mg/kg
(3 mpk), 1 mg/kg (1 mpk) o 0,3 mg/kg (0,3 mpk) a un grupo de tratamiento con ARNip de TfR2
conjugado con GalNAc. Se administré PBS por via subcutanea una vez a la semana a un
grupo de vehiculo. Se administré un alimento libre de adenina al 0,2% a un grupo de control

en el que no se indujo anemia asociada con enfermedad renal cronica (control).

Seis semanas después del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, se
extrajo sangre de la vena de la cola y se midio la concentracion de hierro en plasma utilizando
un kit de medicién de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los
resultados se muestran en la Figura 17C (error + estandar del valor promedio). Seis
semanas después del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, se midid la
concentracion de HGB, la cantidad de MCH y el nimero de glébulos rojos mediante la
aplicacion de un analizador de corpusculos automatico de multiples elementos XT 2000
(fabricado por Sysmex Corporation) en la sangre extraida de la vena abdominal grande bajo
anestesia con isoflurano. Los resultados se muestran en las Figuras 17D a 17F (error +
estandar del valor promedio), respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor
mediante sangrado bajo anestesia con isoflurano, luego se aisl6 el higado y se midio el nivel
de expresion de ARNm de mTfR2. La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron
de la manera descrita en el Ejemplo de prueba 5. El nivel de expresion de ARNm de mTfR2
se estandariz6 con el nivel de expresion de ARNm de mActb, que es el gen de
mantenimiento. Los resultados para el nivel de expresién de ARNm de mTfR2 se muestran
en la Figura 17G. Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de vehiculo es 1,0, se
calcularon y registraron los niveles de ARNm relativos en otros grupos (error + estandar del

valor promedio).

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
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con GalNAc, se puede suprimir el nivel de expresién de ARNm de TfR2 para aumentar la
concentracién de hierro en plasma y la concentracion de HGB, proporcionando asi un efecto

terapéutico sobre la anemia asociada con la enfermedad renal cronica.

Ejemplo de Prueba 15: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de
TfR2 conjugado con GalNAc en un modelo en ratén de anemia asociada con la
administracion de ruxolitinib (inhibidor de JAK 1/JAK 2)

Para verificar el efecto del ARNip de TfR2 sobre la anemia provocada por la
administracion de ruxolitinib, se llevé a cabo el siguiente experimento usando el compuesto
de AD47882.23DUG (Ejemplo 171) como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc.

Para inducir la anemia provocada por la administracion de ruxolitinib, se administré un
alimento preparado para tener un contenido de ruxolitinib (R-6688 fabricado por LC
Laboratories) de 0,1% a ratones macho C57BL/6NJcl (de CLEA Japan, Inc.). Seis semanas
después de la administracion del alimento que contiene 0,1% de ruxolitinib, se extrajo sangre
de la vena de la cola y se midid la concentracion de HGB utilizando un analizador de
corpusculos automatico multielemento XT 2000 (fabricado por Sysmex Corporation). Los
resultados se muestran en la Figura 18A (error + estandar del valor promedio). El
agrupamiento se realizé en funcion de la concentracion de HGB y el peso corporal, seguido
del tratamiento con el agente farmacoldgico (n = 5/grupo). EIl agente farmacolégico se
administro por via subcutanea (s.c.) una vez a la semana a una dosis de 3 mg/kg (3 mpk) a
un grupo de tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc. Se administré PBS por
via subcutanea una vez a la semana a un grupo de vehiculo. Se administré un alimento libre
de ruxolitinib al 0,1% a un grupo de control en el que no se indujo anemia provocada por

ruxolitinib (control).

Tres semanas después del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, se
extrajo sangre de la vena de la cola y se midi6 la concentracién de hierro en plasma utilizando
un kit de medicion de hierro Metallo-assay (fabricado por Metallogenics Co., Ltd.). Los
resultados se muestran en la Figura 18B (error + estandar del valor promedio). Seis semanas
después del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, se midié la concentracion de
HGB, la cantidad de MCH y el niumero de globulos rojos mediante la aplicacion de un
analizador de corpusculos automatico de multiples elementos XT 2000 (fabricado por Sysmex
Corporation) en la sangre extraida de la vena abdominal grande bajo anestesia con isoflurano.
Los resultados se muestran en las Figuras 18C a 18E (error + estandar del valor promedio),

respectivamente. Los ratones se sacrificaron sin dolor mediante sangrado bajo anestesia
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con isoflurano, luego se aisl6 el higado y se midié el nivel de expresion de ARNm de mTfR2.
La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron de la manera descrita en el Ejemplo
de prueba 5. EI nivel de expresion de ARNm de mTfR2 se estandarizé con el nivel de
expresion de ARNm de mActb, que es el gen de mantenimiento. Los resultados para el nivel
de expresion de ARNm de mTfR2 se muestran en la Figura 18F. Como se supone que el
nivel de ARNm en el grupo de control al que no se le administré el alimento que contiene
ruxolitinib al 0,1% es de 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros

grupos (error + estandar del valor promedio).

Estos resultados muestran que puede ser posible proporcionar un efecto combinado
de un inhibidor de JAK 2, tal como ruxolitinib, y ARNip de TfR2 en el tratamiento de la

mielofibrosis.

Ejemplo de Prueba 16: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc en ratones que expresan TfR2 humano

Para verificar el efecto del ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc sobre el ARNm de
TfR2 humano, se llevé a cabo el siguiente experimento utilizando ratones humanizados TfR2
machos o hembras que tenian un locus del gen TfR2 humano y se generaron en Institute of
Immunology Co., Ltd. Los ratones humanizados TfR2 se produjeron utilizando clones de
cromosomas artificiales bacterianos (BAC) que incluian el locus del gen TFR2 humano (RP11-
264N5). Como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se utilizaron TfR2-019.88DUG
(compuesto del Ejemplo 162), TfR2-019.92DUG (compuesto del Ejemplo 167), TfR2-
019.93DUG (compuesto del Ejemplo 168) y TfR2-019.94DUG (compuesto del Ejemplo 169).

El ARNip se administré por via subcutanea (s.c.) a una dosis de 3 mg/kg (3 mpk) 0 0,3
mg/kg (0,3 mpk) una vez (n = 3/grupo) al grupo de tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc. PBS se administré por via subcutanea una vez (n = 4/grupo) al grupo de

vehiculo.

Siete dias después del inicio del tratamiento con el agente farmacoldgico, los ratones
se sacrificaron sin dolor mediante sangrado bajo anestesia con isoflurano, luego se aislé el
higado y se midio el nivel de expresion de ARNm de hTfR2. La extraccion de ARN y la PCR
cuantitativa se realizaron de la manera descrita en el Ejemplo de prueba 5. El nivel de
expresion de ARNm de hTfR2 se estandarizé con el nivel de expresién de ARNm de mActb,
que es el gen de mantenimiento. Como cebador para hTfR2, se utilizaron los descritos en

los Ejemplos de prueba 1y 2. Los resultados para el nivel de expresion de ARNm de hTfR2
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se muestran en la Figura 19. Como se supone que el nivel de ARNm en el grupo de vehiculo
es 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de ARNm en otros grupos (error +

estandar del valor promedio).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado con
GalNAc permite la supresién del nivel de expresion del ARNm de TfR2 humano. Ademas,
indican que la supresion del nivel de expresion del ARNm de TfR2 humano puede aumentar
la concentracion de HGB y proporcionar un efecto terapéutico para enfermedades anémicas
tal como anemia asociada con disfuncion de la médula 6sea, por ejemplo, anemia asociada
con fibrosis de médula 6sea, y enfermedades anémicas tal como anemia asociada con
inflamacion, por ejemplo, anemia asociada con enfermedad renal cronica. Como otra prueba,
los ratones obtenidos al inactivar adicionalmente TfR2 de raton endégeno de ratones que
expresan TfR2 humano se trataron con TfR2-019.94DUG (compuesto del Ejemplo 169), y se
confirmé que incluso después de 42 dias, se suprimio la expresion del gen TfR2 humano, y
por lo tanto TfR2-019.94DUG tuvo un efecto de supresion de la expresion del gen TfR2

humano estable.

Ejemplo de Prueba 17: Prueba de evaluacién de la eficacia del farmaco para ARNip de

TfR2 conjugado con GalNAc utilizando células hepaticas primarias humanas

Se sabe que el ARNip conjugado con GalNAc se incorpora en el higado a través del
receptor de asialoglicoproteina 1 (ASGPR) expresado en hepatocitos hepaticos. Para
verificar el efecto del ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc en condiciones que no implican
el uso de un reactivo de transfeccion, se realizé una prueba de evaluacion de la eficacia del
farmaco para el ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc utilizando células hepaticas primarias
humanas. Como ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc, se utilizaron TfR2-019.88DUG
(Ejemplo 162), TfR2-019.89DUG (Ejemplo 163), TfR2-019.90DUG (Ejemplo 164), TfR2-
019.91DUG (Ejemplo 166), TfR2-019.92DUG (Ejemplo 167), TfR2-019.93DUG (Ejemplo 168),
TfR2-019.94DUG (Ejemplo 169) y TfR2-019.95DUG (Ejemplo 170).

Cultivo de células hepaticas primarias humanas

Las células hepéticas primarias humanas (HMCPIS fabricadas por Life Technologies
Corporation) almacenadas en un tanque de nitrégeno liquido se descongelaron usando un
bafo caliente a 37°C, y se vertieron en 10 mL de un medio de recuperacion de hepatocitos
crioconservados (CHRM) (CM7000 fabricado por Life Technologies Corporation) calentado de

antemano a 37°C, y se realizé la mezcla de inversion. A partir de entonces, la mezcla se
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centrifugd (100 g, 10 minutos), y el sobrenadante se removié. Luego se preparé una
suspension celular utilizando 5 mL de un medio de siembra celular calentado previamente a
37°°C. Se prepard el medio de siembra celular mediante la adicion de un paquete de
suplemento de siembra de hepatocitos (CM3000 fabricado por Life Technologies Corporation)
al medio E de William (A1217601 fabricado por Life Technologies Corporation). A partir de
entonces, se contd el nimero de células vivas y se ajusté a 5 x 10° células/mL utilizando el
medio de siembra de células. Las células se sembraron a 5 x 10* células por pocillo de una
placa de 96 pocillos recubierta con colageno y se cultivaron en una incubadora de CO- durante
4 a 6 horas. Usando un microscopio, se confirmé que las células se adhirieron a la placa.
A partir de entonces, se llevd a cabo un experimento de adicion de ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc.

Adicion de ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc

Se prepard un medio que contiene ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc usando un
medio de cultivo celular calentado de antemano a 37°°C. Se prepararon una cantidad
equivalente a 2 pocillos de una muestra de ARNip y una cantidad equivalente a 2 pocillos de
un control negativo (NT) con agua destilada utilizada en lugar de ARNip. Las muestras se
prepararon de tal manera que la concentracion de ARNip se cambidé de 10 000 nM a una
concentracion final de 4,8 nM usando una relacion de dilucion comun de 5. Se prepar6 el
medio de cultivo celular mediante la adicion de un paquete de suplemento de mantenimiento
de hepatocitos (CM4000 fabricado por Life Technologies Corporation) al medio E de William
(A1217601 fabricado por Life Technologies Corporation). EI medio de siembra celular en
cada pocillo para células hepaticas primarias humanas sembradas en la placa de 96 pocillos
se removio por succion, y luego se adicion6 100 uL del medio preparado que contiene ARNip
de TfR2 conjugado con GalNAc a cada pocillo. Tres dias después de adicionar el compuesto,

las células se lavaron una vez con PBS y se extrajo el ARN.
Extraccion de ARN y gPCR

La extraccion de ARN y la PCR cuantitativa se realizaron de la manera descrita en el
Ejemplo de prueba 1. El nivel de expresion de ARNm de cada uno de hTfR2 y h18S se
proporcioné como un valor promedio de dos pocillos. El nivel de expresiéon de ARNm de
hTfR2 se estandarizé con el nivel de expresidon de ARNm de h18S, que es el gen de
mantenimiento. Como se supone que el nivel de expresion de ARNm de hTfR2 en el control

negativo (NT) es 1,0, se calcularon y registraron los niveles relativos de expresién de ARNm
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de hTfR2 de las muestras tratadas con ARNip (error + estandar del valor promedio). Los

resultados se muestran en las FIGURAS 20A a 20C, respectivamente.

Estos resultados muestran que mediante el tratamiento con ARNip de TfR2 conjugado
con GalNAc, el ARNip de TfR2 conjugado con GalNAc se incorpora en hepatocitos hepaticos
humanos, suprimiendo asi el nivel de expresion de ARNm de TfR2 humano. La supresion
del nivel de expresion de ARNm de TfR2 humano puede aumentar la concentraciéon de HGB,
proporcionando asi un efecto terapéutico sobre enfermedades anémicas tal como anemia
asociada con disfuncion de médula 6sea, por ejemplo, anemia asociada con mielofibrosis, y
enfermedades anémicas tal como anemia asociada con inflamacion, por ejemplo anemia

asociada con enfermedad renal cronica.

Ejemplo de Prueba 18: Efecto del ARNip de TfR2 con células HepG2 sobre la expresién

génica de hepcidina

El nivel de expresion de ARNm de hepcidina se evalué 2 dias después de la
introduccion de ARNip en células HepG2 mediante un método de transfeccion inversa de la
misma manera que en el Ejemplo de prueba 2. Como cebador para hepcidina, se usé
Hs00221783_m1 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Como ARNip, se utilizaron TfR2-019
(Ejemplo 19), TfR2-039 (Ejemplo 39), TfR2-019.94DUG (Ejemplo 169) y TfR2-039.23DUG
(Ejemplo 144).

Para evaluar el nivel de expresidon de ARNm de hepcidina, se calcularon los niveles
relativos de expresion de ARNm de hepcidina de las muestras tratadas con ARNip y se
registraron como valores relativos, ya que se supone que el nivel de expresiéon de ARNm de
hepcidina en el control negativo (NT) es de 1,0. Los resultados se muestran en la FIGURA
21.

Aplicabilidad industrial

El ARNip de la presente invencion es capaz de suprimir la expresion del ARNm de
TfR2 y puede suprimir la produccién de hepcidina, que desempefia un papel clave en el
metabolismo del hierro. EI ARNip de la presente invencion es beneficioso en el tratamiento
o prevencién de una enfermedad que se puede tratar o prevenir mediante la supresion de la

expresion de ARNm de TfR2 y/o la produccién de hepcidina.

Texto libre del Listado de Secuencias

178



10

15

20

SEQ ID NO: 1 - Secuencia de nucledtidos del ARNm de hTfR2
SEQ ID NO: 2 a 24 - Secuencias de nucledtidos de oligonucledtidos de hebra individual

SEQ ID NO: 25 a 28 - Secuencias de nucleétidos de regiones de hebra homosentido

de oligonucledtidos de doble hebra

SEQ ID NO: 29 a 35 - Secuencias de nucleétidos de regiones de hebra antisentido de

oligonucleodtidos de hebra doble

SEQ ID NO: 36 y 37 - Secuencias de nucledétidos de regiones de hebra homosentido

de oligonucledtidos de doble hebra

SEQ ID NO: 38 a 42 - Secuencias de nucleétidos de regiones de hebra antisentido de

oligonucledtidos de hebra doble

SEQ ID NO: 43 - Secuencia de nucledtidos de una region complementaria de una

region de hebra homosentido en TfR2-019

SEQ ID NO: 44 - Secuencia de nucledtidos de una region complementaria de una

region de hebra antisentido en TfR2-019

SEQ ID NO: 45 - Secuencia de nucledtidos de una region complementaria de una

region de hebra homosentido en TfR2-039

SEQ ID NO: 46 - Secuencia de nucledtidos de una region complementaria de una

region de hebra antisentido en TfR2-039

SEQ ID NO: 47 - Secuencia de nucledtidos de una region de hebra homosentido de

un oligonucledtido de doble hebra
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