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DESCRIPCION

Compuestos oligoméricos para la modulacién de Bcl-2.
Campo de la invencion

La presente invencidn proporciona mejores compuestos oligoméricos y procedimientos para modular la expresion
del gen Bcl-2 en seres humanos. En particular, la presente invencién se refiere a un compuesto oligomérico que
consta de la secuencia C,T,c,c,cia,a,¢,gt,g,c,gC,Csa (SEC ID N° 15), en la que las letras en mayuscula designan los
nucledtidos LNA, las letras mindsculas designan los nucle6tidos de AND, el subindice “s” designa que los nucleé6tidos
adyacentes estdn unidos por un grupo fosforotioato y en la que todos los monémeros LNA-C son metil-C.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un compuesto oligomérico antisentido dirigido contra ARNm humano
de Bcl-2 y que es capaz de modular la biosintesis de la proteina Bc-2 humana. La presente invencion se refiere ademas
a una composicién farmacéutica que comprende dicho compuesto oligomérico, a usos de la misma y a procedimientos
de tratamiento y diagndstico que utilizan dicho compuesto oligomérico.

Antecedentes de la invencion

La proteina Bcl-2 humana, que esté estrechamente asociada con el proceso de la muerte celular programada (apop-
tosis). La apoptosis es un proceso fisioldgico activo estrechamente regulado implicado en el desarrollo, el recambio
celular normal y la atrofia tisular inducida por hormonas. La ausencia de muerte celular programada desempefia un
papel importante en el cancer u otras enfermedades hiperproliferativas como reestenosis, fibrosis, psoriasis o ciertos
tipos de enfermedades alérgicas, en particular la progresién tumoral y, de forma importante, podria contribuir al pro-
blema clinico de la resistencia a regimenes antineoplasicos, en particular a compuestos quimioterapéuticos estandar
concretos. En contraste con la mayoria de los tejidos normales, en los tumores malignos, como el cancer pulmonar de
células pequefias (CPCP) y el cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP), a menudo se produce co-expresion
de Bcl-2.

El documento WO 95/08350 desvela oligémeros anticddigo y procedimientos para usarlos para controlar el creci-
miento de células cancerosas que expresan en gen Bcl-2.

Klasa y col., Antisense & Nucleic Acid Drug Development 12: 193-213 (2002) (revision), tratan los efectos biol6-
gicos del compuesto oblimersen sédico (G3139) y su potencial como farmaco antisentido. El compuesto tiene la es-
tructura 5’-d(P-tio) TCT-CCC-AGC-GTG-CGC-CAT-3’. Genta Incorporated presenté a la FDA un NDA para oblimer-
sen sédico (G3139) mas dacarbazina (DTIC). Se baso en un estudio de fase 3 internacional, multicéntrico, aleatorizado
de oblimersen sédico (G3139) mds dacarbazina (DTIC) frente a DTIC solo cada tres semanas como quimioterapia de
primera linea para el melanoma metastasico. En mayo de 2004, se comunicé que el estudio no mostraba un beneficio
para la supervivencia con la combinacién de G3139 mas DTIC. La rama tratada con la combinacién se asoci6é con un
incremento de la toxicidad y retiradas debido a acontecimientos adversos (AA), incluidos 69 (18,6%) pacientes que
suspendieron la terapia por acontecimientos adversos en la rama de tratamiento con G3139 frente a 39 (10,8%) en la
rama tratada con DTIC solo. El indice de acontecimientos adversos graves, AAG, fue 40% en la rama de tratamiento
con G3139 frente a 27% en la rama de tratamiento con DTIC solo. Dado que la dosificacién de DTIC fue idéntica en
las dos ramas, era probable que los incrementos de toxicidad se debieran a la adicién de G3139. La supervivencia no
mejord ya aumento la toxicidad. Posteriormente se retiré el NDA. No obstante, el andlisis del promotor de criterios de
valoracién secundarios si mostré un beneficio estadisticamente significativo en la supervivencia sin progresion desde
una mediana de 49 dias con DTIC a 74 dias con la combinacién, una diferencia de 25 dias (p= 0,0003, HR= 0,73).
Asimismo, el promotor comunicé una diferencia significativa en la tasa de respuestas del 6,8% para DTIC solo frente
a 11,7% para la combinacién (p= 0,019). El hecho de que oblimersen sédico cumpla el criterio de valoracién secun-
dario indica que podrian haber sido un compuesto eficaz para el Tratamiento del melanoma metastisico. La mayor
toxicidad, la seleccién del criterio de valoracion principal y el disefio global del estudio clinico, todos ellos fueron
factores que contribuyeron al fracaso.

En una tesis doctoral defendida por Jan Stenvang Jepsen (mayo de 2003, Universidad de Copenhague) se estudiaron
oligonucleétidos que contienen LNA dirigidos a los 6 primeros codones del ARNm humano de Bcl-2. Las secuencias
LNA fosfodiéster (PO) completamente modificadas, headmer de fosforodiéster (LNA/PO en el extremo 5’ y ADN/PS
fosforotioato en el extremo 3’), gapmer de fosforodiéster completos (tamafios de los huecos de 8, 10, 12, 14) y gapmer
con violacién exclusiva en el hueco (tamafios de los huecos de 8, 10, 12, 14) se analizaron segtn la captacién in
vitro con diferentes agentes de transfeccién y segtn la regulacién por disminucién de la proteina Bcl-2. El estudio de
captacion se realiz6 en células MCF-7 y los resultados se analizaron mediante microscopia y citometria de flujo. Se
obtuvo una liberacién igualmente eficiente para todos los constructos que contienen diferentes PO y PO/PS. Aunque
se han estudiado diversos oligonucleétidos y constructos que contienen LNA, Stenvang Jepsen no divulgé o anticip6
gapmer de oligonucleétidos que contienen LNA en los que un nimero sustancial de los enlaces nucleotidico en el
dominio de union a la diana, incluidos los flancos de LNA, incluidos los lados de LNA, eran grupos fosforotioato (-O-
P(0,S)-0-), probablemente porque se sabia que la fosforotiolacion causaria una reduccién de la afinidad y porque no
se identificaron problemas de estabilidad.
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Frieden y col., Nucleic Acid Research, 2003, Vol. 31, N° 21, 6365-6373 y el documento WO 2004/046160 A2 des-
velan varias consideraciones con respecto al disefio de oligonucledtidos antisentido sobre la base de los experimentos
in vitro.

Fluiter y col., Nucleic Acid Research, 2003, Vol. 3, 953-962, desvelan estudios de biodistribucién e inhibicién del
crecimiento tumoral in vivo de los oligonucledtidos antisentido LNA. Zangemeister-Wittke, Annals of the New York
Academy of Sciences, vol. 1002, diciembre 2003, pag. 90-94, describe un oligonucle6tido antisentido modificado con
LNA complementario al gen bcl-2 humano. La regién objetivo es diferente de la regién objetivo del oligonucleétido
de acuerdo con la presente invencion.

Zangemeister-Wittke, y col., Clinical Cancer Research, vol. 6. n°® 6, 2000, pag. 2547-2555, describen la secuencia
del oligonucledétido en la referencia anterior.

Mologni L y col., Biochemical and Biophysical Research Communications, vol 264, n°® 2, 1999, pag. 537-543,
divulga un oligonucledtido antisentido dirigido al sitio de inicio de la traduccién de Bcl-2. No se realiza ninguna
mencién al LNA.

Breve descripcion de la invencion

En vista de lo anterior, y en particular de los problemas de potencia relacionados con el compuesto oblimersen
sddico, sigue habiendo la necesidad de mejores compuestos oligoméricos para regular por disminucién la Bcl-2.
Preferentemente, dicho compuesto tendria un perfil in vivo adecuado con respecto a la distribucién y la regulacién por
disminucién de Bcl-2 y, por tanto, la relevancia terapéutica en relacién con diversas afecciones relacionadas con Bcl-
2, en particular cancer.

Habiéndose dicho esto, actualmente los presentes inventores han encontrado que ciertos compuestos oligoméricos
nuevos de LNA del tipo gapmer exhiben efectos bioldgicos comparables o potenciados en comparacidon con oblimersen
sddico, aunque no se monitorizaron acontecimientos adversos a dosis farmacoldgicas relevantes.

Mais especificamente, los presentes inventores han encontrado que un compuesto oligomérico que consta de la
secuencia C,T,c,c,c.aa,cgt;g,c,g,C;C;a (SEC ID N° 15), en la que las letras en maytscula designan los nucleétidos
LNA, las letras minusculas designan los nucleétidos de AND, el subindice “S” designa que los nucleétidos adyacentes
estdn unidos por un grupo fosforotioato y en la que todos los monémeros LNA-C son metil-C, tiene propiedades
bioldgicas interesantes.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la regulacién por disminucién de Bcl-2 en células 15PC3 transfeccionadas con compuestos
oligoméricos de LNA analizados mediante transferencia de tipo western. Las SEQ ID N°: 2, 4, 15, 21 y 24 (véase la
Tabla 1) fueron inhibidores mas potentes de Bcl-2 medidos a niveles proteicos en comparacién con oblimersen sédico,
es decir la SEC ID N1 56 (referencia).La proteina survivina sirvié como control.

La figura 2A muestra la regulacion por disminucién de Bcl-2 en células 15PC3 transfeccionadas con compuestos
oligoméricos de LNA analizados mediante transferencia de tipo western y visualizados usando un sistema de de-
teccién mediante quimioluminiscencia. La SEQ ID N°: 2 fue significativamente mds potente que la SEC ID N° 56
(preferencia).La proteina survivina sirvié como control.

La figura 2B muestra una transferencia de tipo western. Células 5S18A2 se sometieron a lipofeccién con la SEC ID
N° 56 (referencia) 5 nM, la SEC ID N° 8 y la SEC ID N° 15, respectivamente. La proteina se analiz6 tras 48 horas. La
SEC ID N° 15 permanece activa a lo largo de este ciclo de tiempo. El grafico muestra los datos cuando se normalizan
respecto a tubulina.

La figura 2C muestra una transferencia de tipo western. Las células 518A2 se sometieron a lipofeccién con 5 nM
de las SEC ID N° 56, SEC ID N° 8, SEC ID N° 15 y SEC ID N° 35, respectivamente, que es la versiéon 15-mer n-1 de
la Sec N° 15. La proteina se analiz6 a 48 horas. La SEQ ID N°: 35 fue tan potente como la SEC ID N°: 15. Los datos
se normalizaron a la tubulina.

La figura 3A muestra la induccién de apoptosis medida mediante la actividad de la caspasa 3/7 por el compuesto
que contiene LNA en células 518A2 tras 24, 48 y 72 horas. Las secuencias oligoméricas de LNA SEC ID N°: 2, 4,
12, 15, 21, 24 y 57 indujeron apoptosis con mayor eficiencia que la SEC ID N°: 56 (referencia) y el correspondiente
compuesto metilado en citosina denominado SEC ID N° 59. 59. Los valores menores de caspasa 3/7 en los ultimos
puntos de tiempo (p. €j., a 72 horas) se deben a muerte celular por apoptosis a una activacién mds temprana de la
caspasa 3/7. Por tanto, se ha alcanzado la activacion maxima antes del momento de la monitorizacion.

La figura 3B muestra la induccién de apoptosis medida mediante la actividad de la caspasa 3/7 por el compuesto
que contiene LNA en células 518A2 tras 13, 24, 48 y 72 horas. Los compuestos oligoméricos de LNA SEC ID N°: 8, 9,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 566 T3

15 y 16 indujeron apoptosis con mayor eficiencia en comparacién con una SEC ID N° 58, es decir un oligonucleétido
control de la polaridad inversa que también contiene LNA.

La figura 3C muestra la induccién de la etapa celular apoptética tardia medida mediante andlisis por citometria
de flujo con anexina V-FITC. Las células HeLa tratadas con el compuesto oligomérico LNA de SEC ID N° 15 se
clasificaron como mds “apoptoticas tardias” o “dafiadas” en comparacion con las células tratadas de forma simulada y
con la SEC ID N° 56 (referencia).

La figura 3D muestra el tratamiento de células con las SEC ID N° 8 y la SEC ID N° 15 5 nM y 12,5 nM que
conduce a la induccién de apoptosis en estadio precoz y tardio medida mediante andlisis de citometria de flujo con
anexina V-FITC en comparacién con células tratadas de forma simulada.

La figura 4 muestra la inhibicién de Bcl-2 en células cancerosas en proliferacion (ensayos MTS), células S18A2,
medida 48 horas después del tratamiento con el compuesto oligomérico de LNA de Bcl-2. Las SEQ ID N°: 2, 4,
12, 15, 21, 24 y 57 fueron todas inhibidores mds potentes de la proliferacién en comparacién con la SEC ID N° 56
(referencia) y el correspondiente compuesto metilado en citosina denominado SEC ID N° 59 (referencia). Los datos se
ajustaron a un control tratado de forma simulada. El experimento 1 y el experimento 2 representan dos experimentos
distintos.

La figura 5 muestra la inhibicién de Bcl-2 en células cancerosas en proliferacion, células 518 A2, medida en un
curso de tiempo de 0-48 horas después del tratamiento con el compuesto oligomérico de LNA de Bcl-2. Las SEQ ID
N°: 2,4, 12, 15, 21, 24 y 57 fueron todas inhibidores mds potentes de la proliferaciéon en comparaciéon con la SEC ID
N° 56 (referencia) y el correspondiente compuesto metilado en citosina denominado SEC ID N° 59 (referencia). Los
datos se ajustaron a un control tratado de forma simulada.

La figura 6 muestra una transferencia de tipo western. Células S518A2 se sometieron a lipofeccién con la SEC ID
N° 56 (referencia) y la SEC ID N° 15, respectivamente. Se analizaron las proteinas a 24 horas, 48 horas y 72 horas.
La SEC ID N° 15 permanece activada a lo largo de su ciclo de tiempo. A las 24 horas, la proteina Bcl-2 todavia sigue
visible debido a la duracién de la semivida de la proteina.

La figura 7A muestra una eficaz reduccién in vivo del volumen tumoral usando la SEC ID N° 15 en comparacién
con la SEC ID N° 59 (referencia) en un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos atimicos PC3 de préstata. Los
compuestos se administraron por via i.p. a 10 mg/kg durante 14 dias. Como control positivo se usé mitomicina C a
2 mg/kg administrados por via i.p. durante 14 dias. El crecimiento tumoral se monitorizé durante 8 dias adicionales
después del tratamiento.

La figura 7B muestra que no habia ninguna pérdida significativa de peso corporal cuando se administra la SEC ID
N° 15 en un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos atimicos PC3 de préstata. La SEC ID N° 56 (referencia) a 10
mg/kg y el control positivo mitomicina C a 2 mg/kg mostraron un patrén similar.

Figura 7C muestra una eficaz reduccién in vivo del volumen tumoral usando la SEC ID N° 8 en comparacién
con el control salino en un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos atimicos PC3 de prostata. Los compuestos se
administraron por via i.p. a 10 mg/kg durante 14 dias (Dia 5-19).

La figura 7D muestra una eficaz reduccién in vivo del volumen tumoral usando la SEC ID N° 15 administrada
diariamente los dias 7-15 o los dias, 11, 13, 15, 18, 20 en comparacidén con el control salino en modelo de xenoinjerto
en ratones desnudos atimicos PC3 de prdstata. Los compuestos se administraron por via i.p. a 10 mg/kg durante 14
dias. El crecimiento tumoral se monitorizé durante 8 dias adicionales después del tratamiento.

La figura 8 A muestra una reduccién comparable in vivo del peso del tumor (gramos) administrando 1,75 mg/kg
durante 14 dias por via i.p. en un modelo de xenoinjerto en ratones de melanoma 518A2 scid de la SEC ID N° 15 en
comparacién con una dosis 4 veces mayor de la SEC ID N° 56 (referencia).

La figura 8B muestra los resultados del mismo experimento que la figura 8A, pero los resultados se presentan en
forma del % de reduccién del tumor y no en gramos.

La figura 9 muestra una reduccidn in vivo comparable del volumen tumoral cuando se administran 1,75 mg/kg de
la SEC ID N° 15 por via i.p. durante 14 dfas en un modelo de xenoinjerto en ratones de melanoma 518A2 scid en
comparacién con una dosis 4 veces mayor de la SEC ID N° 56 (referencia).

La figura 10A no muestra ningtin incremento en el tamafio del higado cuando se administran 1,75 mg/kg de la
SEC ID N° 15 por via i.p. durante 14 dias en xenoinjerto en ratones de melanoma 518A2 scid en comparacién con el
control salino. La SEC ID N° 56 (referencia) a 7 mg/kg dio un incremento del tamafio del higado.

La figura 10B no muestra ningtin incremento en el tamafio del bazo cuando se administran 1,75 mg/kg de la SEC
ID N° 15 por via i.p. durante 14 dias en xenoinjerto en ratones de melanoma 518A2 scid en comparacién con el control
salino. La SEC ID N° 56 (referencia) a 7 mg/kg presentd un incremento del tamafio del bazo. Esto indica que la SEC
ID N° 15 tiene un menor nivel de toxicidad a una dosis activa en comparacién con la SEC ID N° 56 (referencia).
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La figura 10C muestra que el tratamiento no condujo a una pérdida de peso corporal del ratén cuando se administran
1,75 mg/kg de la SEC ID N° 15 por via i.p. durante 14 dias en xenoinjerto en ratones de melanoma 518A2 scid en
comparacién con el control salino y la SEC ID N° 56 (referencia) a 7 mg/kg. Esto indica que la SEC ID N° 15 tiene
un menor nivel de toxicidad a una dosis activa en comparacion con la SEC ID N° 56 (referencia).

La figura 11 muestra una mejor reduccién in vivo del peso tumoral en un modelo de xenoinjerto en ratones de
melanoma 518A2 scid cuando se administran 7 mg/kg de la SEC ID N° 8 por via i.p. durante 14 dias y en comparacién
con la misma dosis de la SEC ID N° 56 (referencia). La SEQ ID N°: 8 muestra una actividad antitumoral igual cuando
se administra una dosis 7 veces menor que la SEC ID N° 56 (referencia).

La figura 12A muestra un incremento de la estabilidad de las SEC ID N° 15, 16 Y 20 en plasma de rata (machos
NtacSD, Li-Heparine (Taconic, M&B)) en comparacién con la SEC ID N° 56 (referencia). Los oligonucledtidos se
incubaron a concentraciones de 20 uM a 37°C durante 0, 4, 24 y 48 horas, respectivamente. El dnico fragmento de
degradacion presente en la muestra es el oligonucleétido n-1 correspondiente (15mer) que carece del residuo de ADN
en el extremo 3’. No se pueden detectar otros fragmentos de degradacién incluso tras una digestion de 48 horas.

La figura 12B muestra que las SEC ID N° 9 y 9 exhiben una elevada estabilidad en plasma de rata en comparacién
con la SEC ID N° 56 (referencia). Los oligonucleétidos se incubaron a concentraciones de 20 M a 37°C durante 0,
4, 24 y 48 horas, respectivamente. El tinico fragmento de degradacion presente en la muestra es el oligonucleétido n-
1 correspondiente (15mer) que carece del residuo de ADN en el extremo 3°. No se pueden detectar otros fragmentos
de degradacidn incluso tras una digestion de 48 horas.

La figura 13 muestra niveles de la SEC ID N° 15 en higado y rifién de ratones NMRI tras una tnica dosis ad-
ministrada i.v. (25 mg/kg), Se ha encontrado que la semivida (T,,,) del compuesto activo de SEC ID N° 15 es de
aproximadamente 3 dias tanto en higado como en rifién. Esto implica que los regimenes de dosificacién de dosis
biolégicas 6ptimas de la SEC ID N° 15 podrian ser menos frecuentes que la infusién continua y la dosificacién diaria.

Descripcion de la invencion

Como se ha mencionado en lo que antecede, los presentes inventores han encontrado que un compuesto oligo-
designan los nucledtidos LNA, las letras mindsculas designan los nucledtidos de AND, el subindice “S” designa que
los nucledtidos adyacentes estdn unidos por un grupo fosforotioato y en la que todos los monémeros LNA-C son metil-
C, tiene propiedades bioldgicas interesantes.

Genéricamente, se cree que el compuesto oligomérico definido en la presente memoria descriptiva posee mejores
propiedades en comparacién con los compuestos oligoméricos conocidos. Con la expresion “mejores propiedades” se
entiende uno o mds pardmetros por los cuales los compuestos oligoméricos muestran un rendimiento global mejor o
igual en comparacién con sus homdlogos de fosforotioato.

Ejemplos de dichos parametros mejorados son la mayor vida de almacenamiento del farmaco, una constante de
unidn a la diana més elevada (complemento intermedio en el compuesto oligomérico o el ARNm diana), beuna resis-
tencia a las nucleasas extra e intracelulares, mayor potencia del modo de accién, mejor respuesta fenotipica, efectos
de mayor duracién, mejor quimiosensibilizaciéon y mejora de la comodidad para el paciente. Ejemplos de pardmetros
iguales son la facilidad de produccidn, facilidad para la formulacién farmacéutica, la distribucién tisular, buen perfil
de seguridad.

En resumen, el compuesto oligomérico definido en la presente memoria descriptiva presenta valores de Cls, en el
intervalo nanomolar muy bajo (5 nM) con respecto a la regulacién por disminucién del ARNm de BCI-2 con respecto
a la regulacién por disminucién de la proteina (la proporcién Bcl2/Bax ha cambiado desde 1 nM) e inhibicion de la
proliferacion celular. Niveles muy superiores a los observados para oblimersen y para los compuestos de Jepsen (a 400
nM se pueden observar niveles significativos de regulacién por disminucién). Ademads, la muerte celular se correlacio-
na fuertemente con la induccién de la apoptosis y los niveles de induccién de apoptosis mostrados son muy superiores
a los de oblimersen. Ademas, el compuesto oligomérico definido en la presente memoria descriptiva muestra una es-
tabilidad en plasma de rata considerablemente aumentada y una semivida mds prolongada en tejido en comparacién
con oblimersen. Se observé una respuesta antitumoral repetida en un modelo de préstata y de melanoma; respuesta
uniforme a 1 mg/kg/dfa. Ademads, también se observé respuesta antitumoral con dosificacién menos frecuente del
compuesto en comparacion con la dosificacién habitual descrita en la literatura para oblimersen. No se monitorizaron
acontecimientos adversos a dosis farmacoldgicas relevantes, tales como elevacion de ASAT, ALAR. Los hallazgos de
los inventores superan los constructos de Jepsen para los que no se analizé la respuesta funcional, la estabilidad, la
semivida tisular, la respuesta in vivo, la quimica clinica o la biodistribucion.

Se puede acceder a la secuencia del ARNm de Bcl-2 humano a la que se hace referencia en la presente memoria
descriptiva en la base de datos GenBank como HUMBCI2A con el nimero de registro M13994. Dentro del contexto
de la presente solicitud, la numeracién de acidos nucleicos, en particular del ARNm o de las secuencias de ADNc
correspondientes, se refiere a la numeracion respectiva del ARNm de Bcl-2 humano tal como estd contenida en dicha
base de datos con dicho niimero de registro. A partir de la secuencia d¢ ARNm se puede deducir una secuencia de
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ADNCc correspondiente mediante, en concreto, intercambio de cualquier base T de la secuencia de ADNc por una base
U en la secuencia de ARNm y viceversa.

Los compuestos oligoméricos

El compuesto oligomérico se caracteriza porque el dominio de unién a la diana comprende al menos dos nucle6-
tidos LNA o nucleétidos andlogos de LNA unidos por un grupo fosforotioato.

Cuando se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “dominio de unién a la diana” se refiere a un
dominio de un compuesto oligomérico (o incluso el compuesto oligomérico como tal) que se une a una secuencia
diana especificada, en el presente documento una regién que varia desde la posicion de la base n° 1459 (5°) a la n°
1476 (3’) del ARNm de Bcl-2 humana.

En una forma de realizacién, el dominio de unién a la diana comprende al menos dos nucleétidos LNA unidos por
un grupo fosforotioato (O-P(O,S)-O-).

En otra forma de realizacién, el dominio de unién a la diana comprende al menos dos nucleétidos andlogos LNA
unidos por un grupo fosforotioato (O-P(O,S)-O-).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “compuestos oligoméricos” se refiere a oligonucleoti-
dos LNA, es decir 4cido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) modificado mediante la sustitucién
de uno o mas (o todos) nucledtidos en ellos por nucledtidos LNA o nucledtidos LNA, en particular al menos dos nu-
cledtidos LNA con la posible sustitucidn adicional de nucleétidos por nucleétidos andlogos LNA y derivados/andlogos
nucleotidicos.

El término “oligonucleétido” incluye oligonucledtidos compuestos por bases nucleotidicas naturales, azicares y
enlaces internucleosidicos (estructura), asi como oligonucleétidos que tienen porciones no naturales que funcionan de
modo similar o con mejores funciones especificas.

El compuesto oligomérico que se va a usar en el contexto de la presente invencién tiene una longitud de 16 bases
nucleotidicas.

La expresion “longitud de bases nucleotidicas” se refiere a la longitud en términos del nimero de bases nucleo-
tidicas tras hibridacion a una molécula de 4cido nucleico lineal complementaria, es decir el nimero total de bases
nucleotidicas del acido nucleico complementario en la region con la que se hibrida el compuesto oligomérico. Por
tanto, la longitud del compuesto oligomérico incluye cualquier nucleétido intermedio en el que una base nucleotidica
estd ausente.

En una forma de realizacion preferente, los compuestos oligoméricos (oligonucleétidos LNA) de la invencién
comprenden al menos dos nucleétidos LNA.

En otra forma de realizacidn, los compuestos oligoméricos (oligonucleétidos LNA) de la invencién comprenden al
menos dos nucledtidos andlogos LNA y, posiblemente, uno o mas nucledtidos LNA.

El término “al menos dos” comprende los nimeros enteros mayores o iguales a 2, tal como 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10,
11, 12,13,14,15,16, 17 y asi sucesivamente.

El término “al menos uno” comprende los niimeros enteros mayores o iguales a 1, tal como 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9,
10, 11, 12,13,14,15,16,17 y asi sucesivamente.

Con el término “a” como se usa sobre un andlogo nucleosidico, una SEC ID N° etc. se pretende decir uno o més.
En particular, con la expresién “un componente (tal como un nucleésido, un anilogo nucleosidico, una SEC ID N°
o similares) seleccionado del grupo constituido por...” se pretende decir que se puede seleccionar uno o més de los
componentes citados. Por tanto, expresiones como “un componente seleccionado del grupo constituido por A, By C”
se pretende que incluyan todas las combinacién de A, B y C, es decir A, B, C, A+B, A+C,B+Cy A +B + C.

El término “LNA” (4cido nucleico bloqueado) (u “oligonucleétido LNA”) se refiere a un oligonucleétido que con-
tiene uno o mds andlogos nucleosidicos biciclicos también denominados nucleétidos LNA y andlogos de nucleétidos
LNA.

Genéricamente, oligonucleétidos LNA, nucleétidos LNA y nucleétidos andlogos LNA se describen en el documen-
to WO 99/14226 y las posteriores solicitudes, el documento WO 00/56746, el documento WO 00/56748, el documento
WO 00/66604, el documento WO 00/125248, el documento WO 02/28875, el documento WO 2002/094250 y el do-
cumento WO 03/006475.

En el contexto de la presente solicitud y reivindicaciones, los inventores diferencian entre “nucledtidos LNA” y
“nucledtidos andlogos LNA”. Un “nucleétido LNA” es un nucleétido de la formula 1:
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Formula 1 (nucleétido LNA)

Dichos nucleétidos LNA a menudo se denominan “B-D-oxi-LNA”

En la férmula 1, B constituye una base nucleotidica. Las bases nucleotidicas comprenden tanto bases nucleotidicas
naturales como bases nucleotidicas no naturales. Ejemplos ilustrativos de dichas bases nucleotidicas son y se seleccio-
nan entre adenina, citosina, 5-metilcitosina, isocitosina, pseudocitosina, guanina, timina, uracilo, 5-bromouracilo, 5-
propiniluracilo, 5-propinil-6-fluorouracilo, 5-metiltiazoluracilo, 6-aminopurina, 2-aminopurina, inosina, diaminopuri-
na, 7-propin-7-deazaadenina, 7-propin-deazaguanina y 2-cloro-6-aminopurina. Ejemplos preferidos de B son adenina,
citosina, 5-metilcitosina, isocitosina, pseudocitosina, guanina, timina, uracilo, 5-bromouracilo, 5-propiniluracilo, 6-
aminopurina, 2-aminopurina, inosina, diaminopurina y 2-cloro-6-aminopurina.

En la férmula 1, Z* se selecciona de un enlace internucleosidico y un grupo terminal, y, en la férmula 1, Z se
selecciona desde un enlace a un enlace internucleosidico de un nucleétido/nucleésido precedente y un grupo terminal,
con la condicién, por supuesto, de que sélo uno de Z y Z* puede ser un grupo terminal.

El enlace internucleosidico como posible significado de Z* significa un enlace internucleosidico con un nucleé-
tido/nucledsido posterior. Ejemplos de enlaces internucleosidicos son O-P(O),-O-, -O-P(0O,S)-O-, -O-P(S),-O-, -S-P
(0),-0, -S-P(0,S)-0O-, -S-P(S),-0-, -O-P(0),-S-, -O-P(0,S)-S-, -O-P(0),-S-, -O-PO(R™)-0-, O-PO(OCH;)-0O-, -O-
PO(NRH)-O-, -O-PO(OCH,CH,S-R)-O-, -O-PO(BH;)-O-, -O-PO(NHRY)-O-, -O-P(0),-NR!-, -NRH-P(0),-0O, -NR-
CO-O-, -NR"-CO-NRH, -O-CO-O-, -0-CO-NR"-, -NR"-CO-CH,-, -O-CH,-CO-NR", -O-CH,-CH,-NR"-, -CO-NR"-
CH,-, -CH,-NR®-CO-, -O-CH,-CH,-S-, -S-CH,-CH,-O-, -S-CH,-CH,-S-, -CH,-SO,-CH,-, -CH,-CO-NR"-, -O-CH,-
CH,-NR"-CO-, -CH,-NCH;-0O-CHS,-, en los que R se selecciona de hidrégeno y alquilo C,_,. Enlaces internucleo-
sidicos preferidos son -O-P-(0),-O-, -O-P(O,S)-O-, -O-P(S),-0-, -S-P(0),-0, S-P(O,S)-0-, -S-P(S),-0O-, -O-P(0),-
S- O-P(0O,S)-S- y -S-P(0),-S. Una caracteristica concreta de la presente invencion es que dos nucleétidos LNA estdn
unidos por un grupo -O-P-(0,S)-O- (fosforotioato), es decir, el enlace internucleosidico es, preferentemente, un grupo
fosforotioato.

En el presente contexto, con el término “alquilo C,_,” se quiere decir una cadena de hidrocarburo saturado lineal o
ramificada, en la que la cadena tiene de uno a cuatro dtomos de carbono, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, isobutilo, sec-butilo y terc-butilo.

Cuando el nucleétido LNA es el nucledtido terminal en 5° del compuesto oligomérico, Z* es un grupo terminal;
y si el nucledtido LNA es el nucledtido terminal en 3° del compuesto oligomérico, Z es un grupo terminal. Normal-
mente, dichos grupos terminales se seleccionan de hidrégeno, azido, halégeno, ciano, nitro, hidroxi, Prot-O, Act-O,
mercapto, Prot-S-, Act-S-, alquiltio-C,_¢, amino, Prot-N(R"), Act-N(R™), mono o di(alquilC,_¢)amino, alcoxi C,_g
opcionalmente sustituido, alquilo C,_¢ opcionalmente sustituido, alquenilo C, ¢ opcionalmente sustituido, alquenilo-
xi C,_¢ opcionalmente sustituido, alquinilo C,_4 opcionalmente sustituido, alquiniloxi C,_¢ opcionalmente sustituido,
monofosfato, monotiofosfato, difosfato, ditiofosfato trifosfato, tritiofosfato, intercalantes del ADN, grupos fotoquimi-
camente activos, grupos termoquimicamente activos, grupos quelantes, grupos indicadores, ligandos, carboxi, sulfono,
hidroximetilo, Prot-O-CH,, Act-O-CH,, aminometilo, Prot-N(R")-CH,, Act-N(R")-CH,, carboximetilo y sulfonome-
tilo, en los que Prot es un grupo de proteccion para -OH, -SH y -NH(R™), respectivamente, Act es un grupo de activa-
cién para -OH, -SH y -NH(R"™), respectivamente, y R se selecciona de hidrégeno y alquilo C,_s. Ejemplos preferidos
de grupos terminales son hidrégeno, azido, halégeno, ciano, nitro, hidroxi, Prot-O, Act-O, mercapto, Prot-S, Act-S,
alquiltio-C,_g, amino, Prot-N(R™)-, Act-N(R")-, mono o di(alquilC,_s)amino, alcoxi C,_s opcionalmente sustituido,
alquilo C,_ opcionalmente sustituido, monofosfato, monotiofosfato, difosfato, ditiofosfato trifosfato y tritiofosfato,
en los que Prot es un grupo de proteccién para -OH, -SH y -NH(R"), respectivamente, Act es un grupo de activacion
para -OH, -SH y -NH(R"), respectivamente, y R¥ se selecciona de hidrégeno y alquilo C,_.

Grupos de proteccién (Prot) de sustituyentes hidroxi (y azufre) comprenden tritilo sustituido, tal como 4,4’ -dimeti-
loxitriloxi (DMT), 4-monometoxitritiloxi (MMT) y tritiloxi, 9-(9-fenil)xantenilosi (pixilo) opcionalmente sustituido,
metoxitetrahidropiraniloxi (mthp) opcionalmente sustituido, sililoxi tal como trimetilsililoxi (TMS), triisopropilsili-
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loxi (TIPS), terc-butildimetilsililoxi (TBDMS), trietilsililoxi y fenildimetilsililoxi, terc-butiléteres, acetales (incluidos
dos grupos hidroxi), aciloxi tal como acetilo o acetilos sustituidos con halégeno, por ejemplo cloroacetiloxi o fluo-
roacetiloxi, isobutiriloxi, pivaloiloxi, benzoiloxi y benzoilos sustituidos, metoximetiloxi (MOM) y éteres de bencilo o
éteres de bencilo sustituidos tales como 2,6-diclorobenciloxi (2,6-Cl,Bzl). Grupos de proteccién preferidos de sustitu-
yentes hidroxi (y azufre) comprenden tritilo sustituido, tales como 4,4’-dimetoxitritiloxi (DMT), 4-monometoxitritilo-
xi (MMT), 9-(9-fenil)xanteniloxi (pixilo) opcionalmente sustituido, metoxitetrahidropiraniloxi (mthp) opcionalmente
sustituido, sililoxi tal como trimetilsililoxi (TMS), triisopropilsililoxi (TIPS), terc-butildimetilsililoxi (TBDMS), trie-
tilsililoxi y fenildimetilsililoxi, terc-butiléteres, acetales (incluidos dos grupos hidroxi) y aciloxi, tal como acetilo.

Ejemplos ilustrativos de grupos protectores de grupos amino y amido son fluorenilmetoxicarbonilamino (Fmoc),
terc-butiloxicarbonilamino (BOC), trifluoroacetilamino, aliloxicarbonilamino (aloc, AOC), Z-benciloxicarboxitritila-
mino (Cbz), benciloxicarbonilaminos sustituidos tales como 2-cloro-benciloxicarbonilamino (2-ClZ), monometoxi-
tritilamino (MMT), dimetoxitritilamino (DMT), ftaloilamino y 9-(9-fenil)xantenilamino (pixilo). Ejemplos preferi-
dos son fluorenilmetoxicarbonilamino (Fmoc), terc-butiloxicarbonilamino (BOC), triacetilamino, aliloxicarbonilami-
no (aloc, AOC), monometoxitritilamino (MMT), dimetoxitritilamino (DMT), ftaloilamino.

El grupo “Act” designa un grupo de activacion para -OH, -SH y -NH(R"), respectivamente, para acoplar a otros nu-
cleétidos, fases s6lidas, proteinas etc. En la forma de realizacién anterior, Act designa un grupo de activacién. Dichos
grupos de activacion se seleccionan de, por ejemplo O-fosforoamidita opcionalmente sustituida, O-fosfotriéster op-
cionalmente sustituido, O-fosfodiéster opcionalmente sustituido, H-fosfonato opcionalmente sustituido y O-fosfonato
opcionalmente sustituido.

En el presente contexto, el término “fosforamidita” quiere decir un grupo de la férmula -P(ORX)-N-(RY),, en la
que R* designa un grupo alquilo opcionalmente sustituido, por ejemplo metilo, 2-cianoetilo o bencilo, y cada uno de
RY designa grupos alquilo opcionalmente sustituidos, por ejemplo etilo o isopropilo, o el grupo -N-(R¥), forma un
grupo morfolino (-N(CH,CH,),0). R* designa, preferentemente, 2-cianoetilo y los dos RY son, preferentemente, idén-
ticos y designan isopropilo. Por tanto, una fosforamidita especialmente relevante es N,N-diisopropil-O-(2-cianoetil)
fosforoamidita.

Como se ha mencionado en lo que antecede, los compuestos oligoméricos comprenden nucleétidos LNA, posi-
blemente en combinacién con nucleétidos que no son nucledtidos LNA. Dichos nucleétidos incluyen desoxirribonu-
cleétidos (nucleétidos de ADN), ribonucleétidos (nucledtidos de RNA), derivados nucleotidicos, nucledtidos andlogos
LAN, andlogos nucleétidos (distintos a LNA) y unidades de PNA, etc.

Andlogos nucleotidicos y derivados nucleotidicos se describen en, por ejemplo, Freier & Altmann (Nucl. Acid
Res., 1997, 25, 4429-4443) y Uhlmann (Curr. Opinion in Drug & Development (2000, 3(2): 293-213). El esquema 1
ilustra ejemplos seleccionados del presente:

Esquema 1
° s 5 %
0 B
—@ 071 o B 1 o B 07 o ?
Q 0 0 o 0 QO F
O=F=s 0=-0’ 0=p-0° - 0=-0°
Fosforotioato 2'-O-metilo 2-MOE 2’-Fluoro
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El término “nucledtido andlogo LNA” se refiere a andlogos nucleotidicos biciclicos como los que generalmente
se describen en el documento WO 99/14226 y las posteriores solicitudes, el documento WO 00/56746, el documento
WO 00/56748, el documento WO 00/66604, el documento WO 00/125248, el documento WO 02/28875, el documento
WO 2002/094250 y el documento WO 2003/006475 (PCT/DK02/00488) (cf. lo anterior), excluidos, sin embargo, los
“nucle6tidos LNA” ya descritos.

Ejemplos de un grupo concreto de nucleétidos andlogos LNA preferidos se ponen de ejemplo con la férmula 2:

Z
Z*

X
/R

Formula 2 (nucleétido analogo LNA)

En la férmula 2, X e Y se seleccionan de forma independiente de -O-, -S-, -N(H)-, -N(R)-, -CH,- o -CH-(si es
parte de un doble enlace), -CH,-O-, -CH,-S-, -CH,-N(H)-, -CH,-N(R)-, -CH,-CH,- o -CH,-CH-(si es parte de un
doble enlace), -CH=CH-, en la que R se selecciona de hidrégeno y alquilo C,_4. Los grupos asimétricos se pueden
encontrar en cualquier orientacién. En formas de realizacién preferidas, X es oxigeno e Y se selecciona de -O-, -S-,
-N(H)- y N(R)-, observandose que “nucledtidos LNA” (X= O e Y= O) no estdn incluidos.

El compuesto oligomérico de la invencién puede ademads llevar grupos Z y Z* como las definidas para los nucle6-
tidos LNA.

En la férmula 2, los cuatro centros quirales se muestran en una configuracién fija. No obstante, también en la
presente invencién estdn comprendidos los compuestos de la férmula general 2 en la que los centros quirales se
encuentran en diferentes configuraciones. Por tanto, cada centro quiral en la férmula 2 puede existir en la configuracién
R o S. La definicién de R (derecha) y S (izquierda) se describen en las Recomendaciones de la ITUPAC de 1974,
Seccién E, Estereoquimica fundamental. Las normas se pueden encontrar en Pure Appl. Chem. 45, 13-30, (1976) y en
“Nomenclature of organic Chemistry” Pergamon, New York, 1979.
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Ejemplos concretos de “nucledtidos andlogos LNA” se ilustran mediante las férmulas I, IL, III, IV, V'y VI:

rd z "2
-
E Xﬂx
X
/’” X B
. B Y./ B
z
1 II 11
2
Z
z X__ o
V/ B
\ B
v L' VI

Un ejemplo es el nucledtido “tio-LNA”, es decir un nucleétido andlogo LNA en el que al menos una de las X en
las férmulas I, III, IV o VI se selecciona de -S- o -CH,-S-. Este tio-LNA puede estar en la configuracién beta-D (I'y
IV) y en la configuracién alfa-L (III y VI), respectivamente.

Otro ejemplo es el nucledtido “amino-LNA”, es decir un nucleétido andlogo LNA en el que al menos una de las X
en las formulas I, III, IV o VI se selecciona de -N(H)-, -N(R)-, -CH,-N(H)-, -CH,-N(R)-, en las que R se selecciona
de hidrégeno y alquilo C,_,. Este amino-LNA puede estar en la configuracién beta-D (I y IV) y en la configuracién
alfa-L (IIl y VI), respectivamente.

Otro ejemplo es el nucledtido “ena-LNA”, es decir un nucleétido andlogo LNA en el que al menos una de las X en
las féormulas II o V es -CH,-O-.

p-D-oxi-LNA o-l-oxi-LNA

En otra forma de realizacién mads, el compuesto oligomérico comprende un nucleétido “alfa-L-LNA” (es decir, “a-
L-LNA”), es decir un nucle6tido LNA como se muestra en la férmula Il y VI.

Es decir, los andlogos nucleotidicos LNA, si estdn presentes, se seleccionan, preferentemente, de tio-LNA y a-L-
oxi-LNA, en particular todos los andlogos nucleotidicos LNA, si estan presentes, son a-L-oxi-LNA.

10
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Como se ha mencionado en lo que antecede, la presente invencién se refiere, en particular, a un compuesto oligo-
mérico que consta de la secuencia C,T,c,c,caa,c,g:t;g,c,g,C;Cia (SEC ID N° 15), en la que las letras en maytscula
designan los nucleétidos LNA, las letras mintsculas designan los nucle6tidos de AND, el subindice “s” designa que los
nucledtidos adyacentes estdn unidos por un grupo fosforotioato y en la que todos los monémeros LNA-C son metil-C.

Por tanto, el compuesto oligomérico tiene una longitud de 16 bases nucleotidicas. El dominio de unién a la diana
del mismo tiene una longitud de 16 bases nucleotidicas/nucledtidos.

El dominio de unién a la diana constituye todo el compuesto oligomérico.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, “hibridacién” significa unién de hidrégeno, que puede ser unién
de Watson-Crick, de Hoogsteen, de hidrégeno de Hoogsteen inverso, etc. entre nucledsidos o bases nucleotidicas com-
plementarias. Hace aproximadamente cincuenta afios, Watson y Crick demostraron que el dcido desoxirribonucleico
(ADN) esta compuesto por dos cadenas que se mantienen juntas en una configuracion helicoidal mediante puentes
de hidrégeno formados entre bases nucleotidicas complementarias opuestas en las dos cadenas. Las cuatro bases nu-
cleotidicas que normalmente se encuentran en el ADN son guanina (G), adenina (A), timina (T) y citosina (C) de las
que la base nucleotidica G se aparea con C y la base nucleotidica A se aparea con T. En el ARN, la base nucleotidica
timina estd sustituida por la base nucleotidica uracilo (U), que de un modo similar a la base nucleotidica T, se aparea
con A. Los grupos quimicos en las bases nucleotidicas que participan en la formacién del diplex estdndar constituyen
la cara de Watson-Crick. Hoogsteen demostré un par de afios después que las bases nucleotidicas de purina (G y A),
ademds de su cara de Watson-Crick, tienen una cara de Hoogsteen que se puede reconocer desde el exterior de un
diplex y usarse para unir los oligonucleétidos de pirimidina a través de puentes de hidrégeno formando de este modo
una estructura de triple hélice.

El término “especificamente hibridizable” significa que el compuesto oligomérico en cuestién es capaz de unirse
con la suficiente fuerza y de forma especifica al ARNm diana para proporcionar la interferencia deseada con la fun-
cién normal del ARNm diana mientras que no afecta a la funcién de los ARNm no diana. Normalmente, la hibridacién
relevante y, por tanto, la interferencia con la funcidn tiene lugar en condiciones fisioldgicas, es decir a aproximada-
mente 37°C. No obstante, esto no excluye que en el dominio de unién a la diana pueda presentarse una o dos faltas
de correspondencia. Preferentemente, el dominio de unién a la diana no incluye faltas de correspondencia o, como
maximo, una falta de correspondencia (véase mds adelante).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “ARNm diana” significa el ARNm de Bcl-2 humano
que codifica la proteina Bcl-2 humana.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “modulacién” significa una disminucioén (p, ej., inhi-
bicién) de la expresion del gen Bcl-2 humano a través de la unién de un compuesto oligomérico al ARNm de Bcl-2
humano que codifica la proteina bcl-2.

La “hibridacién especifica” se obtiene mediante la unién del dominio de unién a la diana a la regién especificada
del ARNm diana.

Todos los enlaces nucleotidicos (con mds precision, los enlaces entre nucledsidos, es decir enlaces internucleosi-
dicos) en el dominio de unién a la diana son grupos fosforotioato ((-O-P(O,S)-O-). En el compuesto oligomérico de la
invencién, todos los enlaces nucleotidicos son grupos fosforotioato. En particular, todos los enlaces nucleotidicos en
el compuesto oligomérico son grupos fosforotioato.

En el compuesto oligomérico de la invencion, las bases nucleotidicas en el dominio de unién a la diana son bases
nucleotidicas de LNA o nucleétidos andlogos LNA.

Las dos bases nucleotidicas en el extremo 5’ de dicho dominio de unién a la diana son bases nucleotidicas de
nucledtidos LNA.

La base nucleotidica en el extremo 3’ de dicho dominio de unidén a la diana es una base nucleotidica de un nucled-
tido de ADN.

El compuesto oligomérico tiene un dominio de unién a la diana que tiene un disefio de gapmer, por ejemplo
un disefio de gapmer LNA/(no LNA)/LNA. Las variantes concretas de un constructo de gapmer definido en lo que
antecede son dominios de unién a la diana que tienen una férmula seleccionada de:

5’-[(LNA/LNA¥*), ;,(ADN/ARN/LNA¥*),_14,-LNA/LNA*, ;]-3;

5’-[(LNA/LNA*), ;(ADN/ARN/LNA*),_,-LNA/LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’;

5’-[(ADN/ARN*)-(LNA/LNA*), ;,-(ADN/ARN/LNA*),_1,-LNA/LNA*2-7]-3’; y

5’-[(ADN/ARN)-(LNA/LNA*),_;(ADN/ARN/LNA*),_4,-LNA/LNA*,_;-(ADN/ARN)]-3’;
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Se cree que los cuatro tipos de gapmer mencionados en lo que antecede conducirdn al mismo tipo de especies
activas, a saber, un gapmer del tipo 5’-[(LNA/LNA*), ;(AND/ARN/LNA%*),_,-LNA/LNA*, ;]-3’, tras la escision del
resto de ADNS5’ o 3’ mediante exonucleasas, cf. el Ejemplo 15. Por tanto, dado que la SEC IID N° 15 es un gapmer
particularmente preferido (y compuesto diferenciado), se deduce que la SEC ID N° 29 se cree que es igualmente
interesante. De forma similar, la SEC ID N° 8 es un gapmer particularmente preferido (y compuesto diferenciado), se
deduce que la SEC ID N° 35 se cree que es igualmente interesante.

Un disefio concreto de un constructo de gapmer es aquel en el que el dominio de unién a la diana tiene la
formula 5’-[(LNA/LNA¥*), ;,(ADN/ARN/LNA¥*), ,-LNA/LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’, tal como 5 -[(LNA/LNA¥*), s-
(AND/ARN/LNA*);_,-LNA/LNA*, s-(ADN/ARN)]-3’, en particular 5’-[(LNA/LNA*), 4-(ADN/ARN/LNA*)y_j,-
LNA/LNA*, 4-(ADN/ARN)]-3’.

La expresion “(LNA/LNA*)” significa que el segmento en cuestién (es decir, un segmento que comprende 2-7
nucledtidos) puede incluir nucleétidos LNA, nucleétidos andlogos LNA, o ambos. Por analogia, el segmento “(AND/
ARN/LNA*)” puede incluir desoxirribonucleétidos (nucledtidos de ADN), ribonucleétidos (nucledtidos de ARN) y
nucledtidos andlogos LNA y combinaciones de los mismos. EL segmento “(ADN/ARN)” puede incluir desoxirribo-
nucleétidos (nucledtidos de ADN) y ribonucleétidos (oligonucleétidos de ARN o ambos.

Se cree que el subsegmento -(ADN/ARN/LNA*),_,, deberia poder reclutar ARNasaH, razén por la cual este sub-
segmento consta, preferentemente, de nucleétidos de ADN o nucleétidos andlogos LNA en forma de nucleétidos a-
L-LNA, en particular de nucleétidos de ADN. Aunque se define como un subsegmento de una longitud de 4 a 14
bases nucleotidicas, se cree que una longitud en el intervalo de 7 a 12 bases nucleotidicas, tales como de 10 a 12 bases
nucleotidicas, en particular 11 bases nucleotidicas, conduce a gapmer particularmente utiles, cf. la Tabla 1.

Por tanto, un disefio mds concreto es uno en el que el dominio de unién a la diana de un constructo de gapmer tiene
la férmula 5’-[(LNA/LNA*), ;(ADN/@-L-LNA);_;,-LNA/LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’, tal como 5’-[(LNA/LNA¥*), s-
(ADN/a-L-LNA),_;,-LNA/LNA*,_s-(ADN/ARN)]-3’, en particular 5’-[(LNA/LNA*), ,-(ADN/a-L-LNA);o_1,-LNA/
LNA%*, ,-(ADN/ARN)]3’.

Otro disefio particularmente interesante es uno en el que el dominio de unién a la diana de un constructo gapmer
tiene la férmula 5°-[LNA,_;-(ADN)4_14-LNA,_;-(ADN/ARN)]-3’, tal como 5’-[LNA,_s-(ADN);_;,-LNA,_s-(ADN/
ARN)]-3’, en particular 5’-[LNA,_4-(ADN)y_1,-LNA,_4-(ADN/ARN)]-3". Otro disefio mds particularmente intere-
sante es uno en el que el dominio de unién a la diana tiene la férmula 5°-[LNA, ;-(ADN)s_;4-LNA,_;-(ARN)]-
3’ 0 5’-[LNA,_;-(ADN)s_;4-LNA,_;-(ADN)]-3” 0 5’-[LNA,_;-(ADN/a-L-LNA);s_;4-LNA,_;-(ARN)]-3’ 0 5’-[LNA,_;-
(ADN/&—L—LNA)S_14—LNA2_7—(ADN)]—3, tal como 5,—[LNA2_5—(ADN)7_12—LNAZ_S—(ARN)]—3’ (6] 5’—[LNA2_5—
(ADN);_,-LNA,_s-(ADN)]-3’ o 5’-[LNA,_s-(ADN/a-L-LNA),_;,-LNA,_s-(ARN)]-3’ o 5’-[LNA,_s-(ADN/a-L-
LNA),_,-LNA,_s-(ARN)]-3’, en particular 5’-[LNA,_4-(ADN)o_1,-LNA,_4-(ARN)]-3’ o 5’-[LNA,_4-(ADN)q_1»-
LNA,_4-(ADN)]-3" o 5’-[LNA,_4-(ADN/a-L-LNA)o_1,-LNA,_4-(ARN)]-3’ o 5’-[LNA,_4-(ADN/a-L-LNA)_i»-
LNA,_,-(ADN)]-3’. En un constructo de gapmer, el dominio de unién a la diana puede tener la férmula 5°-[(ADN/
ARN)-(LNA/LNA¥*),_;-(ADN/ARN/LNA*), 1,-LNA/LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’, en particular la férmula 5’-[(ADN/
ARN)-LNA,_;-(ADN),_;,-LNA,_;-(ADN/ARN)]-3’, por ejemplo 5’-[(ADN/ARN)-(LNA/LNA*,_;-(ADN/ARN)-
(LNA/LNA*), 5-(ADN/ARN)]-3’, en particular la férmula 5’-[(ADN/ARN)-LNA, 5-(ADN);_,-LNA, 5-(ADN/
ARN)]-3’, 0 5’-[(ADN/ARN)-(LNA/LNA*), 4,-(ADN/ARN/LNA*),,_;,-LNA/LNA*, ,-(ADN/ARN)]-3’, en particu-
lar la formula 5’-[(ADN/ARN)-LNA,_4-(ADN),o_1,-LNA,_4,-(ADN/ARN)]-3".

Otro disefio mds particularmente interesante es aquel en el que el dominio de unién a la diana tiene la férmula
5’-[(ADN)-LNA,_;-(ADN);s_;4,-LNA,; ;-(ARN)]-3” 0 5’-[(ADN)-LNA,_;-(ADN);_,4-LNA,_;-(ADN)]-3’ 0 5’-[(ADN)-
LNA, ;-(ADN/a-L-LNA)s_,-LNA, ;-(ARN)]-3” o 5’-[(ADN)-LNA2-7-(ADN/a-L-LNA);_4-LNA, ;-(ADN)]-3’ o
5’-[(ARN)-LNA, ;-(ADN)s_1;-LNA,_7;-(ARN)]-3’ 0 5’-[(ARN)-LNA,_;-(ADN)s_;;-LNA,_;-(ADN)]-3” 0 5’-[(ARN)-
LNA, ;-(ADN/a-L-LNA;_4,-LNA, ;-(ARN)]-3’ o 5’-[(ARN)-LNA, ;-(ADN/a-L-LNA);s_;,-LNA, ;-(ADN)]-3’, tal
como 5’-[(ADN)-LNA,; 5-(ADN), ,-LNA, 5-(ARN)]-3’ o 5’-[(ADN)-LNA, 5-(ADN);_;,-LNA, s-(ADN)]-3’ o
5’-[(ADN)-LNA,_s-(ADN/a-L-LNA);_,-LNA, 5-(ARN)]-3° o 5’-[(ADN)-LNA, s-(ADN/a-L-LNA);_;,-LNA, ;-
(ADN)]-3’ 0 5’-[(ARN)-LNA, 5-(ADN);_;,-LNA, 5-(ADN)]-3’ 0 5’-[(ARN)-LNA, s-(ADN/a-L-LNA);_;,-LNA, ;-
(ARN)]-3° o 5’-[(ARN)-LNA, s-(ADN/a-L-LNA);_,-LNA, s-(ADN)]-3’, en particular 5’-[(ADN)-LNA, ,-
(ADN)4_15-LNA, 4-(ARN)]-3’ o 5’-[(ADN)-LNA, 4,-(ADN)_1,-LNA, 4,-(ADN)]-3’ o 5’-[(ADN)-LNA, ,-(ADN/
a-L-LNA)_15-LNA, 4,-(ARN)]-3" o 5’-[(ADN)-LNA, ,-(ADN/a-L-LNA),y_;,-LNA, 4,-(ADN)]-3’ o 5’-[(ARN)-
LNA, 4-(ADN);o_1,-LNA; 4-(ARN)]-3” 0 5’-[(ARN)-LNA, 4,-(ADN)y_1,-LNA, 4-(ADN)]-3’ 0 5’-[(ARN)-LNA,_4-
(ADN/a-L-LNA),o_1o-LNA; 4-(ARN)]-3” 0 5’-[(ARN)-LNA, 4-(ADN/a-L-LNA),y_;,-LNA, 4,-(ADN)]-3".

En un constructo de gapmer, el dominio de unién a la diana puede tener la férmula 5’-[(ADN/ARN)-(LNA/
LNA¥*), ;-(ADN/ARN/LNA*),_,-LNA/LNA*,_;]-3°, en particular la férmula 5’-[(ADN/ARN)-LNA,_;-(ADN),_y4-
LNA, ;]-3°, tal como 5’-[(ADN/ARN)-(LNA/LNA*), s-(ADN/ARN/LNA*), 5]-3’, en particular la férmula 5’-
[(ADN/ARN)-LNA,_s-(ADN);_j,-LNA, 5]-3’, o 5’-[(ADN/ARN)-(LNA/LNA*), ,-(ADN/ARN/LNA¥*),,_1,-LNA/
LNA%*, 4]-3, en particular la formula 5°-[(ADN/ARN)-LNA, _4-(ADN)o_1,-LNA,_4-(ADN),4_1,-LNA,_4]-3’. Otro di-
seflo mds particularmente interesante es uno en el que el dominio de unién a la diana tiene la férmula 5°-
[(ADN)-LNA,_;-(ADN);s_14,-LNA; 7]-3” 0 5’-[(ADN)-LNA,_;-(ADN/a-L-LNA);s_14,-LNA, ;]-3” 0 5’-[(RNA)-LNA, _,
(ADN)s_14-LNA; ;]-3° o 5’-[(RNA)-LNA, ;(ADN/a-L-LNA)s_,-LNA, ;]-3’, tal como 5’-[(ADN)-LNA, ;-
(ADN);_15-LNA, 5]-3’ o 5’-[(ADN)-LNA, s-(ADN/a-L-LNA);_1,-LNA, 5]-3’ o 5’-[(RNA)-LNA, s-(ADN);_,-
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LNA, 5]-3’ 0 5’-[(RNA)-LNA,_s-(ADN/a-L-LNA),_,-LNA,_s]-3’, en particular 5’-[(ADN)-LNA,_,~(ADN),,_,-
LNA, 4]-3° 0 5’-[(ADN)-LNA, ,-(ADN/a-L-LNA),,_ »-LNA, 4,]-3’ 0 5’-[(RNA)-LNA, ,-(ADN),,_1,-LNA, ,]-3’ 0
5’-[(RNA)-LNA,_,-(ADN/a-L-LNA),,_1,-LNA, ,]-3".

En otra forma de realizacién mads, el dominio de unién a la diana de un constructo gapmer puede tener la for-
mula 5’-[(LNA/LNA*), ;-(ADN/ARN/LNA*),_,-LNA/LNA*, ;]-3’, en particular la férmula 5’-[LNA, ;(ADN),_4-
LNA,_;]-3’, tal como 5’-[(LNA/LNA¥*),_s-(ADN/ARN/LNA¥*),_,-LNA/LNA*, 5]-3’, en particular la férmula 5’-
[LNA, s-(ADN);_;,-LNA, 5]-3’, 0 5’-[(LNA/LNA*),_4-(ADN/ARN/LNA*),o_;,-LNA/LNA%*, 4]-3°, en particular la
féormula 5’—[LNA2_4—(ADN)10_12—LNA2_4]—3’ .

Otro disefio mds particularmente interesante es aquel en el que el dominio de unidn a la diana de un constructo
gapmer puede tener la férmula 5°-[LNA, ;-(ADN)s_;4-LNA, ;]-3’ 0 5’-[LNA,_;-(ADN/a-L-LNA);s_;4,-LNA, ;]-3’, tal
como 5’-[LNA,_s-(ADN);_;,-LNA, 5]-3’ 0 5’-[LNA?7-(ADN/a-L-LNA),_;,-LNA,_5]-3°, en particular 5’-[LNA,_,;-
(ADN)jo_15-LNA, 4]-3’ 0 5°-[LNA, ,-(ADN/a-L-LNA),y_;,-LNA, ,]-3’.

En alguna forma de realizacién, un constructo de gapmer puede también comprender nucleétidos andlogos LNA
(denominados en la presente memoria descriptiva “LNA”). En particular, el 10-100% o el 0-90%, por ejemplo el 10-
50% de las bases nucleotidicas en el dominio de unién a la diana son bases nucleotidicas de nucleétidos andlogos LNA
(LNA#).

En una variante de un constructo de gapmer, el dominio de unién a la diana tiene la férmula 5’-[(LNA*), ;-
(ADN/ARN/LNA*),_1,-LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’, en particular 5’-[LNA*, ;-(ADN),_;4-LNA*, ;-(ADN/ARN)]-3’,
tal como 5’-[(LNA*), s-(ADN/ARN/LNA¥*),_,-LNA*, s-(ADN/ARN)]-3’, en particular 5’-[LNA*, 4,-(ADN)o_;»-
LNA*, ,-(ADN/ARN)]-3’, o 5’-[(LNA*), 4,~-(ADN/ARN/LNA*)o_;,-LNA*,_4,-(ADN/ARN)]-3’, en particular 5’-
[LNA*,_,-(ADN),o_1,-LNA*, ,(ADN/ARN)]-3".

Como se ha mencionado en lo que antecede, el compuesto oligomérico deberia ser especificamente hibridizable
con la regién especificada del ARNm diana. Mas particularmente, el dominio de unién a la diana es complementario
con la parte de la regién que va desde la base en la posicién n° 1459 (5’) alanl 1476 (3”) del ARNm de Bcl-2 humano
con el que hibrida especificamente, con la excepcién del base nucleotidica no complementaria.

En el contexto de la presente invencion, el término “complementariedad” se refiere a la capacidad del apareamiento
preciso entre nucledtidos de la region relevante del ARNm diana y los nucleétidos de los dominios de unién a la diana.
Por ejemplo, si un nucleétido en una posicién determinada del ARNm diana es capaz de unirse a través de hidrégeno
con un nucledtido del dominio de unién a la diana, el ARNm diana y el dominio de unién a la diana se consideran
complementarios entre si en dicha posicién. (De nuevo, a partir de lo anterior debe entenderse que el dominio de
union a la diana es uno que corresponde a la regién especificada del ARNm de Bcl-2 humano o un corto fragmento
del mismo). Por supuesto, el término “bases nucleotidicas no complementarias” se refiere a la situacién en la que la
base nucleotidica de un nucleétido concreto no es “complementaria”.

El dominio de unidn a la diana es complementario con la parte de la region que va desde la base en la posicién n°®
1459 (5°) alanl 1476 (3’) del ARNm de Bcl-2 humano con el que hibrida especificamente, con la excepcion del base
nucleotidica no complementaria. Por tanto, s6lo se introduce una falta de coincidencia. Dicha falta de coincidencia
existe en el ADN/segmento del compuesto oligomérico de la invencién, por ejemplo 3°.

En el compuesto oligomérico de la invencién, el dominio de unién a la diana comprende una subsecuencia CC-
CAXCGT, en la que X es A (adenina).

El dominio de unién a la diana es la SEC ID N° 15.
El compuesto de la invencién es la SEC ID N° 15.

Habiendo dicho esto, actualmente se cree que el compuesto oligomérico SEC ID N° 8 (y también el 35) y el

compuesto oligomérico SEC ID N° 15 (Y TAMBIEN EL 29), cada uno, proporcionan ventajas significativas sobre el
compuesto de oblimersen sédico (SEC ID N° 56; referencia) con respecto a los efectos biolégicos deseables, cf. los
ejemplos.

Los presentes inventores han mostrado una mejor reduccién in vivo del peso tumoral en un modelo de xenoinjerto
en ratones de melanoma 518A2 scid cuando se administran 7 mg/kg de la SEC ID N° 8§ por via i.p. durante 14 dias
y en comparacién con la misma dosis de la SEC ID N° 56 (referencia) de la figura 11 y la SEC ID N° § muestra una
actividad antitumoral igual cuando se administra una dosis 7 veces menor que la SEC ID N° 56 (referencia).

En la figura 13 se muestran los niveles de la SEC ID N° 15 en higado y rifién de ratones NMRI tras una dnica
dosis administrada i.v. (25 mg/kg). Se ha encontrado que la semivida (T,/,) del compuesto activo de SEC ID N° 15 es
de aproximadamente 3 dias tanto en higado como en rifién. Esto implica que los regimenes de dosificacion de dosis
bioldgicas 6ptimas de la SEC ID N° 15 podrian ser menos frecuentes que la infusién continua y la dosificacién diaria.
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Los presentes inventores también han demostrado una eficaz reduccién in vivo del volumen tumoral usando la
SEC ID N° 15 administrada a diario los dias 7-15 o los dias 8, 11, 13, 15, 18, 20 en comparacién con el control
salino en un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos atimicos PC3 de proéstata, cf. la figura 7D. Los compuestos se
administraron por via i.p. a 10 mg/kg durante 14 dias. El crecimiento tumoral se monitoriz6 durante 8 dias adicionales
después del tratamiento.

Habiendo dicho esto, los compuestos oligoméricos de la invencion tienen un perfil adecuado in vivo con respecto
a la distribucién y la regulacién por disminucién de Bcl-2 y, por tanto, relevancia terapéutica en relacion con diversas
afecciones relacionadas con la Bcl-2, en particular cancer.

Preparacion de compuestos oligoméricos

El compuesto oligomérico de la invencién se puede preparar tal como se ha descrito en los ejemplos 1 y 2 en el
documento WO 99/14226, el documento WO 00/56746, el documento WO 00/56748, el documento WO 00/66604, el
documento WO 00/125248, el documento WO 02/28875, el documento WO 2002/094250, el documento PCT/OK02/
00488 y Herdewijn, P., Oligonucleotide Synthesis, Methods and Applications, pp 127-145, Humana Press, Totowa,
New Jersey, 2005. Por tanto, los compuestos oligoméricos de la invencion se pueden producir usando las técnicas de
polimerizacién de quimica de 4cidos nucleicos bien conocidas para un experto en la técnica de la quimica orgénica.
Generalmente se usan ciclos de oligomerizacién estandar den enfoque con fosforamidita (S. L. Beaucage and R. P.
Iyer, Tetrahedron, 1993, 49, 6123; S. L. Beaucage and R. P. Iyer, Tetrahedron, 1992, 48, 2223), pero, por ejemplo,
también se puede usar quimica de H-fosfonato, quimica de fosfotriéster.

Para algunos monémeros de la invencién se usaron tiempos de acoplamiento mas prolongados y/o acoplamientos
repetidos con reactivos frescos y/o uso de reactivos de acoplamiento mas concentrados.

Las fosforoamiditas empleadas se acoplaron con rendimientos de acoplamiento escalonados satisfactorios > 95%.
La tiolacién del fosfato se realiza mediante intercambio de la oxidacién normal, por ejemplo yodo/piridina/H20, usada
para la sintesis de oligémeros de fosforodiéster con una oxidacién usando el reactivo ADTT (hidruro de xantano
(0,01M en acetonitrilo:piridina 9:1; v/v)), también estdn comprendidos otros reactivos de violacion, tales como de
Beaucage. Los oligémeros LNA de fosforotioato se sintetizaron con eficiencia con rendimientos de acoplamiento
escalonado >=98%.

Los oligonucleétidos 8-D-amino-LNA, S-D-tio-LNA, los oligonucledtidos @-L-LNA y S-D-metilamino-LNA tam-
bién se sintetizaron con eficiencia con rendimientos de acoplamiento escalonados > 98% usando los procedimientos
con fosforoamidita.

La purificacién de compuestos oligoméricos de LNA se realizé usando cartuchos de purificacién de fase inversa
desechables y/o HPLC de fase inversa y/o precipitacién en etanol o butanol. Se usaron electroforesis en gel capilar,
HPLC de fase inversa, MALDI-MS y ESI-MS para verificar la pureza de los oligonucleétidos sintetizados. Ademads,
los materiales de soporte sélido que tienen en ellos inmovilizada una base nucleotidica opcionalmente protegida y
LNA opcionalmente protegido en 5’-OH son especialmente interesantes como material para la sintesis de compues-
tos oligoméricos que contienen LNA en los que se incluye un nucleétido LNA en el extremo 3’. En este caso, el
material de soporte sélido es, preferentemente, CPG, por ejemplo un material de CPG féacilmente disponible (comer-
cialmente) o poliestireno sobre el que se une una base nucleotidica funcionalizada en 3’ opcionalmente protegida
y LNA opcionalmente protegido en 5’-OH usando las condiciones indicadas por el suministrador de este material
concreto.

Sales

El compuesto oligomérico de la invencién se puede emplear en una variedad de sales farmacéuticamente acepta-
bles. Como se usa en la presente memoria, el término se refiere a sales que conservan la actividad bioldgica deseada
de los compuestos identificados en la presente memoria descriptiva sujeto y que exhiben efectos toxicoldgicos inde-
seados minimos. Ejemplos no limitantes de estas sales se pueden formar con aminodcido orgdnico y sales de adicién
de base formadas con cationes metélicos tales como cinc, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre, cobalto,
niquel, cadmio, sodio, potasio y similares, o con un catién formado de amoniaco, N,N-dimenciletilen-diamina, D-
glucosamina, tetraetilamonio o etilendiamina; o (¢) combinaciones de (a) y (b); por ejemplo una sal de tannato de
cinco o similares.

Dichas sales se forman, por ejemplo, con los compuestos de acuerdo con la invencién que poseen un grupo acido,
por ejemplo un grupo carboxilo, un grupo fosfodiéster o un grupo fosforotioato, y son, por ejemplo, sales con bases
adecuadas. Estas sales incluyen, por ejemplo, sales de metales no téxicos que derivan de metales de los grupos Ia,
Ib, I1a y IIb del sistema periddico de los elementos, en particular sales de metales alcalinos adecuados, por ejemplo
sales de litio, sodio o potasio, o sales de metales alcalino-térreos, por ejemplo sales de magnesio o de calcio. Ademas
incluyen sales de cinc y de amonio, y también sales que se forman con aminas orgénicas, tales como mono, di o
trialquilaminas insustituidas o sustituidas con hidroxilo, en particular mono, di o trialquilaminas, o con compuestos
de amonio cuaternario, por ejemplo con N-metil-N-etilamina, dietilamina, trietilamina, mono, bis o tris-(2-hidroxi-
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alquilo inferior)aminas, tales como mono, bis o tris-(2-hidroxietil)amina, 2-hidroxi-terc-butilamina o tris(hidroxime-
til)metilamina, N,N-dialquilo inferior-N-(hidroxi-alquilo inferior)aminas, tales como N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil)
amina o tri-(2-hidroxietil)amina, o N-metil-D-glucamina, o compuestos de amonio cuaternario, tales como sales de
tetrabutilamonio. Se prefieren las sales de litio, sales de sodio, sales de magnesio, sales de cinc o sales de potasio,
siendo particularmente preferidas las sales de sodio.

Los compuestos de acuerdo con la invencidn que poseen un grupo basico, por e]emplo un grupo amino o un grupo
imino, pueden formar sales de adicién de acido, por ejemplo con dcidos inorganicos, por ejemplo con un acido hi-
drohdlico, tal como acido clorhidrico, dcido sulfirico o dcido fosfdrico, o con 4cidos carboxilicos orgédnicos, dcidos
sulfénicos, sulfodcidos o fosfoacidos, o dcido sulfamico N-sustituido, por ejemplo 4cido acético, acido propidnico, aci-
do glicdlico, 4cido succinico, dcido maleico, dcido hidroximaleico, 4cido metilmaleico, 4cido fumadrico, 4cido malico,
acido tartdrico, dcido glucénico, acido glucdrico, dcido glucurdnico, acido citrico, dcido benzoico, dcido cinndmico,
acido mandélico, acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido 2-fenoxibenzoico, dcido 2-acetoxibenzoico, acido
embonico, dcido nicoténico o dcido isonicoténico, y, ademds, con aminodcidos, por ejemplo con aminodcidos alfa, y
también con acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido 2-hidroximetanosulfénico, acido etano-1,2-disulfo-
nico, dcido bencenodisulfénico, dcido 4-metilbencenosulfénico, dcido naftalenosulfénico, 2 o 3-fosfoglicerato, acido
glucosa fosfato o N-ciclo-hexisulfdmico (con formacién de los ciclamatos) o con otros compuestos organicos dcidos,
tales como acido ascorbico.

Los compuestos de acuerdo con la invencion que poseen grupos acidos y bdsicos también pueden formar sales
internas. Sales farmacéuticamente inadecuadas, por ejemplo picratos o percloratos, se pueden usar para aislamiento y
purificacion.

Son dnicamente las sales farmacéuticamente toleradas, que no son téxicas cuando se usan correctamente, que se
emplean para fines terapéuticos y que, por tanto, se prefieren.

Conjugados

Otro aspecto de la invencion se refiere a un conjugado que comprende el compuesto tal como se define en la
presente memoria descriptiva al menos un resto no nucleotidico o no polinucleotidico unido covalentemente a dicho
compuesto.

En el presente contexto, con el término “conjugado” se pretende indicar una molécula heterogénea formada por
la unién covalente de un compuesto oligomérico como se describe en la presente memoria descriptiva (es decir, un
compuesto que comprende una secuencia de nucledsidos o andlogos nucleosidicos) a uno o mas restos no nucleotidicos
o no polinucleotidicos.

Por tanto, los compuestos oligoméricos pueden, por ejemplo, conjugarse o formar una quimera con restos no
nucleotidicos o no polinucleotidicos que incluyen dcidos péptidonucleicos (PNA), proteinas (p. ej., anticuerpos para
una proteina diana), macromoléculas, sustancias farmacoldgicas de bajo peso molecular, cadenas de dcidos grasos,
residuos de azicar, glicoproteinas, polimeros (p. ej., polietilenglicol), grupos formadores de micelas, anticuerpos,
hidratos de carbono, grupos de unién a receptores, esteroides tales como colesterol, polipéptidos, agentes intercalantes
tales como un derivado de acridina, un alcohol de cadena larga, un dendrimero, un fosfolipido y otros grupos lipdfilos
o combinaciones de los mismos, etc., como los compuestos oligoméricos pueden disponerse en estructuras diméricas
o dendriticas. Los compuestos o conjugados de la invencién también pueden estar conjugados o conjugarse ademas
a sustancias farmacoldgicas activas, por ejemplo aspirina, ibuprofeno, un fairmaco sulfa, un antidiabético, un agente
antibacteriano, un compuesto quimioterapéutico o un antibiético.

La conjugacion de este modo confiere propiedades ventajosas con respecto a las caracteristicas farmacocinéticas
de los compuestos oligoméricos de acuerdo con la invencién. En particular, la conjugacién de este modo alcanza una
mayor captacion celular.

En una forma de realizacién, el compuesto oligomérico de la invencidn estd unido a ligandos de modo que forman
un conjugado, dichos ligandos estdn destinados a incrementar la captacién celular del conjugado respecto a los oligo-
nucledtidos antisentido. Esta conjugacion puede tener lugar en las posiciones terminales 5°/3’-OH, pero los ligandos
también pueden tener lugar en los azicares y/o las bases. Ejemplos de conjugados/ligandos son restos de colesterol
Soutschek y col., Nature, 432, 173-178 (2004), intercalantes diplex tales como acridina, poli-L-lisina, protegiendo los
extremos con uno o mds grupos de enlace resistentes a nucleasas, tales como fosforomonotioato, complejos de trans-
ferrina (Wagner y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990)), derivados de folato (Low y col., patente de
EE.UU. 5.108.921. Véase también Leamon y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 5572 (1991) y similares.

Profarmacos

En algunas formas de realizacién de la invencién, el compuesto oligomérico puede estar en forma de un pro-
farmaco. Los oligonucle6tidos son en virtud iones cargados negativamente. Debido a la naturaleza lipofilica de las
membranas celulares, la captacién celular de oligonucleétidos se reduce en comparacién con los equivalentes neu-
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tros o lipdfilos. Esta “hidrancia” de polaridad se puede evitar usando el enfoque del profdrmaco (véase, por ejemplo,
Crooke, R. M. (1998) in Crooke, S. T., Antisense Research and Application Springer-Verlag, Berlin, Alemania, vol.
131, pag. 103-140). En este enfoque, los compuestos oligoméricos se preparan de un modo protegido de modo que
los compuestos oligoméricos son neutros cuando se administran. Estos grupos de proteccion estdn disefiados de tal
modo que se pueden retirar cuando el compuesto oligomérico es captado por las células. Ejemplos de dichos grupos de
proteccion son S-acetiltioetilo (SATE) o S-pivaloiltioetilo (t-butil-SATE). Estos grupos de proteccién son resistentes a
nucleasas y se retiran de forma selectiva intracelularmente.

Principio terapéutico

Un experto en la técnica apreciard el hecho de que el compuesto oligomérico LNA de la invencién se puede usar
para combatir enfermedades relacionadas con la Bcl-2 mediante muchos principios diferentes, que, por tanto, entra
dentro del espiritu de la presente invencion.

Por ejemplo, el compuesto oligomérico LNA estd disefiado como un inhibidor antisentido que son 4cidos nucleicos
monocatenarios que previenen la produccién de una proteina causante de enfermedad, mediante intervencion a nivel
de ARNm.

En referencia a los principios anteriores por los cuales un compuesto oligomérico LNA puede provocar su accion
terapéutica, la diana de la presente invencion es el ARNm de Bcl-2.

El compuesto oligomérico LNA hibrida con una porcién del ARNm de Bcl-2 humano que comprende el sitio de
iniciacién de la traduccién, es decir la region que va desde la base en posicion n® 1459 (5°) a la base en posicién
nimero 1476 (3’) del ARNm de Bcl-2 humano que codifica la proteina Bcl-2 humana.

El compuesto oligomérico de la invencion estd disefiado para que sea suficientemente complementario con la diana
para proporcionar la respuesta clinica deseada, por ejemplo el compuesto oligomérico debe unirse a su diana con fuerza
y especificad suficientes para dar el efecto deseado. En una forma de realizacién, dicho compuesto oligomérico LNA
estd diseflado para modular también otros dcidos nucleicos especificos que no codifican la proteina Bcl-2 humana.

Se prefiere que el compuesto oligomérico de acuerdo con la invencién estd disefiado para evitar la hibridacién
oligonucleotidica intra e intermolecular.

Fdrmacos antisentido

En una forma de realizacién de la invencidn, los compuestos oligoméricos LNA se presentan como farmacos anti-
sentido adecuados. El disefio de un potente y seguro farmaco antisentido requiere un ajuste fino de diversos parametros
tales como potencia/eficacia, afinidad/especificidad, estabilidad en los fluidos bioldgicos, captacion celular, modo de
accion, propiedades farmacocinéticas y toxicidad.

Afinidad y especificidad: LNA con un enlace oximetileno 2’-0O, 4°C (8-D-oxi-LNA) exhibe propiedades de unién
sin precedentes hacia las secuencias diana de ARN y ARN. Asimismo, los derivados de LNA, tales como amino-, tio-
y a-L-oxi-LNA muestran afinidades sin precedentes por el ARN y el ADN complementarios, y, en el caso del tio-
LNA, la afinidad por el ARN es incluso mayor que con el 5-D-oxi-LNA.

Ademds de estas notables propiedades de hibridacidn, los nucleétidos LNA se pueden mezclar y actuar junto con
nucleétidos de ADN y ARN y con otros andlogos de dcido nucleico, tales como mondmeros de ARN modificados con
2’-0-alquilo. Como tales, los oligonucleétidos de la presente invencién pueden estar compuestos por S-D-oxi-LNA
en cualquier combinacién con ADN, nucleétidos A. La afinidad de unién sin precedentes de LNA por las secuencias
diana de ADN o ARN vy su capacidad para mezclarse libremente con ADN, ARN y un intervalo de andlogos de
dcido nucleico contemporaneos tiene una serie de consecuencias importantes de acuerdo con la invencién para el
desarrollo de compuestos antisentido eficaces y seguros. Ademads, los oligonucledtidos que contienen LNA presentan
una excelente solubilidad acuosa.

En primer lugar, en una forma de realizacién de la invencién, se permite un considerable acortamiento de la
longitud normal de un oligonucleétido antisentido ( de 20-25 mers a uno de 16 mer) sin comprometer la afinidad
requerida para la actividad farmacolégica. Como la especificidad intrinseca de un oligonucleétido se correlaciona
inversamente con su longitud, este acortamiento incrementard de forma significativa la especificidad del compuesto
antisentido por su ARN diana. Una forma de realizacién de la invencidn es, debido a que la secuencia del genoma
humano estd disponible y la anotacion de sus genes estd progresando rdpidamente, identificar las secuencias tnicas
mads cortas posibles en el ARNm diana.

En otra forma de realizacién, el uso de LNA para reducir el tamafio de los oligonucleétidos antisentido acorta

significativamente el proceso y el coste de la fabricacion, por lo que proporciona la base de la terapia antisentido para
convertirse en una oferta de tratamiento comercialmente competitivo para diversas enfermedades.
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En otra forma de realizacion, la afinidad sin precedentes del LNA se puede usar para potenciar sustancialmente la
capacidad del compuesto oligomérico para hibridar con su ARNm diana in vivo, de modo que se reduce significati-
vamente el tiempo y el esfuerzo requeridos para identificar un compuesto activo en comparacién con la situacién con
otras quimicas.

En otra forma de realizacion, la afinidad sin precedentes de LNA se usa para potenciar la potencia de los oligo-
nucledtidos antisentido, lo que permite el desarrollo de compuestos con ventanas terapéuticas mas favorables que los
que actualmente estan en ensayos clinicos.

Cuando se disefia como un inhibidor antisentido, los oligonucleétidos de la invencién se unen especifica y selecti-
vamente al 4cido nucleico diana y modulan la expresion de su proteina conocida. Preferentemente, dicha modulacién
produce una inhibicién de la expresién de al menos 10% o 20% en comparacion con el nivel de expresion normal, mas
preferentemente una inhibicién de al menos un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o 90% en comparacién con el nivel
de expresion normal.

Estabilidad en fluidos bioldgicos: Una forma de realizacién de la invencién incluye la incorporacién de nucleétidos
LNA en un oligonucleétido estindar de ADN o ARN para incrementar la estabilidad del compuesto oligomérico
resultante en fluidos biolégicos, por ejemplo a través del incremento de la resistencia a las nucleasas (endonucleasas
y exonucleasas). La extension de la estabilidad dependerd del nimero de nucledtidos LNA usado, su posicién en el
oligonucleétido y el tipo de nucleétidos LNA usados. En comparacién con el ADN y los fosforotioatos, se puede
establecer el siguiente orden de capacidad para estabilizar un oligonucleétido contra la degradacién nucleotidica:
ADN<< fosforotioatos ~oxi-LNA< a-L-LNA< amino-LNA < tio-LNA.

Dado el hecho de que el LNA es compatible con la sintesis estindar de ADN y SE mezcla libremente con muchos
analogos de 4cido nucleico con resistencia a nucleasa de compuestos oligoméricos-LNA se pueden potenciar adicio-
nalmente de acuerdo con la invencién mediante la incorporacién de otros andlogos que muestran un incremento de
la estabilidad a las nucleasas o mediante la explotacién de los enlaces internucleosidicos resistentes a nucleasas, por
ejemplo enlaces fosforomonotioato, fosforoditioato y metilfosfonato, etc.

Modo de accion: Los compuestos antisentido de acuerdo con la invencién pueden provocar su accidn terapéutica
a través de diversos mecanismos y pueden ser capaces de combinar varios de estos en el mismo compuesto. En un
escenario, la unién del oligonucleétido a su diana (pre-ARNm o ARNm) actda para prevenir la union de otros factores
(proteinas, otros dcidos nucleicos, etc.) necesaria para el funcionamiento adecuado de la diana, es decir funciona
mediante hidrancia estérica. Por ejemplo, el oligonucledtido antisentido se puede unir a los motivos de secuencia en el
pre-ARNm o el ARNm que son importantes para el reconocimiento y la unién de factores de transaccién implicados en
el corte y empalme, la poliadenilacidn, el transporte celular, las modificaciones postranscripcionales de los nucleésidos
en el ARN, el recubrimiento del extremo 5’°, la traduccién etc. en el caso del corte y empalme del pre-ARNm, el
resultado de la interaccién entre el oligonucledtido y su diana puede ser mediante supresion de la expresion de una
proteina no deseada, la generaciéon de ARNm sometido a corte y empalme alternativo que codifica una proteina deseada
0 ambos.

En otra forma de realizacién, la unién del oligonucleétido a su diana desactiva el proceso de traduccién mediante
la creacién de un bloque fisico para la maquinaria ribosémica, es decir detiene la traduccién.

En otra forma de realizacién mads, la unién del oligonucleétido a su diana interfiere con la capacidad del ARN para
adoptar estructuras secundarias y de orden superior que son importantes para su funcionamiento adecuado, es decir
interferencia estructural. Por ejemplo, el oligonucleétido puede interferir con la formacién de estructuras de tallo-
bucle que desempefian papeles cruciales en diferentes funciones, tales como proporcionando estabilidad adicional al
ARN o adoptando motivos de reconocimiento esencial para diferentes proteinas.

En otra forma de realizacién mads, la unién del oligonucledtido inactiva la diana hacia otros procesos metabdlicos
celulares mediante reclutamiento de enzimas celulares que degradan el ARNm. Por ejemplo, el oligonucleétido puede
comprender un segmento de nucledsidos que tienen la capacidad para reclutar ribonucleasa H (ARNasa H) que degrada
la parte de ARN de un diplex de ADN/ARN. Asimismo, el oligonucledtido puede comprender un segmento que reclute
ARNasas de doble cadena, tales como, por ejemplo, ARNasalll o puede comprender una secuencia guia externa (EGS)
que recluta una enzima endégena (ARNasa P) que degrada el ARNm diana. Asimismo, el oligonucleétido puede
comprender un motivo de secuencia que exhibe actividad catalitica de ARNasa o los restos pueden estar unidos a los
oligonucleétidos que cuando se acercan a la diana mediante el acontecimiento de hibridacién inutilizan en la diana
actividades metabdlicas adicionales.

Segtin lo mencionado, se define que el tamafio del hueco de los gapmer, es decir el subsegmento, tiene una longitud
de 4 a 14 bases nucleotidicas, pero se cree que una longitud en el intervalo de 8 a 13 bases nucleotidicas, tales como
de 10 a 12 bases nucleotidicas, en particular 11 bases nucleotidicas, conduce a gapmer particularmente utiles, cf.
Tabla 1.
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Propiedades farmacocinéticas

La eficacia clinica de los oligonucledtidos antisentido depende de su farmacocinética, por ejemplo absorcion,
distribucién, captacién celular, metabolismo y excrecion. A su vez, estos pardmetros sé guian significativamente por
la quimica subyacente y el tamafio y la estructura tridimensional del oligonucleétido.

Como se ha mencionado en lo que antecede, el LNA de acuerdo con la invencion no es una unica quimica sino
varias quimicas relacionadas, que, aunque son molecularmente diferentes, todas exhiben una sorprendente afinidad
por el ADN y el ARN complementario. Por tanto, la familia de quimicas de LNA estd adaptada de forma unica
del desarrollo de oligos de acuerdo con la invencién con propiedades farmacocinéticas adaptadas explotando bien la
elevada afinidad del LNA para modular el tamafio de los compuestos activos o explotando diferentes quimicas de LNA
para modular la composicién molecular exacta de los compuestos activos. En el dltimo caso, el uso de, por ejemplo,
amino-LNA en lugar de oxi-LNA cambiard la carga global del compuesto oligomérico y afectard al comportamiento
de captacion y distribucion. Asimismo, el uso de tio-LNA en lugar de de oxi-LNA aumentard la lipofilicidad del
oligonucledtido y, por tanto, influird sobre su capacidad para pasar a través de barreras lipofilicas tales como, por
ejemplo, la membrana celular.

La modulacién de las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido LNA de acuerdo con la invencién puede
conseguirse adicionalmente a través de la unién de diversos restos diferentes. Por ejemplo, la capacidad de los oligo-
nucledtidos para atravesar la membrana celular puede potenciarse mediante la unién de, por ejemplo, restos lipidicos
tales como un resto de colesterol, un tioéter, una cadena alifatica, un fosfolipido o una poliamina, al oligonucleétido.
Asimismo, la captacién de oligonucledtidos LNA en las células puede potenciarse mediante la conjugacién de restos
con el oligonucledtido que interacciona con las moléculas en la membrana, que media el transporte hacia el citoplasma.

Propiedades farmacodindmicas

De acuerdo con la invencidn, las propiedades farmacodindmicas pueden potenciarse con grupos que mejoran la
captacion de oligémeros, potencian la bioestabilidad, tal como potencian la resistencia del oligémero a la degradacion,
y/o incrementan la especificidad y la afinidad de las caracteristicas de hibridacién de oligonucledtidos con la secuencia
diana, por ejemplo una secuencia de ARNm.

Toxicologia

Baésicamente, hay dos tipos de toxicidad asociados con los oligémeros antisentido: toxicidad dependiente de la
secuencia, que implica al dominio de unién a la diana, e independiente de la secuencia, toxicidad relacionada con
la clase. Con la excepcién de los problemas relacionados con la inmunoestimulacién por motivos de secuencia CpG
nativa, las toxicidades que han sido las més importantes en el desarrollo de oligonucledtidos antisentido son indepen-
dientes de la secuencia, por ejemplo relacionados con la quimica del oligonucleétido y la dosis, el modo, la frecuencia
y la duracién de la administracion. La clase de fosforotioatos de oligonucledtidos se han caracterizado particularmen-
te bien y se ha encontrado que provocan una serie de efectos adversos, tales como la activacién del complemento,
un PTT (tiempo de tromboplastina parcial) prolongado, trombocitopenia, hepatotoxicidad (elevacién de las enzimas
hepaticas), esplenomegalia e hiperplasia de células reticuloendoteliales.

Como se ha mencionado en lo que antecede, la familia de quimicas de LNA proporciona una afinidad sin preceden-
tes, una bioestabilidad muy elevada y la capacidad para modular la exacta composicién molecular del oligonucleétido.
En una forma de realizacién de la invencidn, los compuestos que contienen LNA permiten el desarrollo de oligonu-
cleétidos que combinan una potencia elevada con pocos, si algunos, enlaces fosforotioato y que, por tanto, es probable
que muestren mejores eficacia y seguridad que los compuestos antisentido actuales.

Composicion farmacéutica

Segtn lo que antecede, debe entenderse que la invencién también se relaciona con una composiciéon farmacéutica
que comprende un compuesto oligomérico o un conjugado como se ha definido en la presente memoria descriptiva, y
un transportador farmacéuticamente aceptable.

Las instrucciones para la preparaciéon de composiciones farmacéuticas se pueden encontrar en “Remington: The
Science and Practice of Pharmacy” de Alfonso R. Gennaro, y en los siguientes.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables, tales como agentes de unién y adyuvantes, son parte de la
composicioén farmacéutica. Capsulas, comprimidos y pildoras etc. pueden contener, por ejemplo, los compuestos si-
guientes: celulosa microcristalina, goma o gelatina como ligantes, almidén o lactosa como excipientes; estearatos
como lubricantes; varios endulzantes o agentes aromatizantes. Para las cdpsulas, la unidad de dosificacion puede con-
tener un transportador liquido, como aceites grasos. Asimismo, recubrimientos de azicar o agentes entéricos pueden
ser parte de la unidad de dosificacion. La composicidn farmacéutica puede también ser emulsiones de los ingredientes
farmacéuticos activos (incluido el compuesto oligomérico) y un lipido que forma una emulsién micelar.
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Un compuesto oligomérico de la invencién se puede mezclar con cualquier material que no altere la accién deseada
o con material que suplementa la accién deseada. Estos podrian incluir otros farmacos, incluidos otros compuestos
nucleosidicos.

Para administracion intravenosa, subcutdnea o tépica, la formulacién puede incluir un diluyente estéril, tampones,
reguladores de la tonicidad y antibacterianos. El compuesto activo puede prepararse con transportadores que protegen
contra la degradacidon o la eliminacién inmediata del cuerpo, incluidos implantes o microcdpsulas con propiedades de
liberacién controlada. Para administracion intravenosa, los transportadores preferidos son solucién salina fisioldgica o
solucidn salina tamponada con fosfato.

Preferentemente, un compuesto oligomérico estd incluido en una formulacién unitaria, tal como en un transporta-
dor o diluyente farmacéuticamente aceptable en una cantidad suficiente para administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz sin causar graves efectos secundarios en el paciente tratado.

En formas de realizacién preferidas de las composiciones farmacéuticas, el compuesto oligomérico se formula en
un transportador acuoso, en particular un transportador acuoso que comprende un tampén para mantener el pH en el
intervalo de 4,0-8,5 y que tiene una fuerza iénica de 20-2000 mM.

El término “transportador acuoso” significa que la composicién farmacéutica en cuestion estd en forma liquida y
que el transportador liquido estd compuesto predominantemente por agua, es decir que al menos un 80% (p/p) o al
menos un 90% (p/p) o incluso al menos un 95% (p/p) del transportador consiste en agua. También se pueden usar otros
ingredientes liquidos, por ejemplo etanol, DMSO, etilenglicol etc.

Preferentemente, el transportador acuoso comprende un tampon para mantener el pH en el intervalo de 4,0-8,5.
Preferentemente, el tamp6n mantendra el pH en el intervalo de 5,0-8,0, tal como en el intervalo de 6,0-7,5.

La fuerza iénica/tonicidad de la composicién farmacéutica también es de importancia. Por tanto, normalmente, la
composicion farmacéutica liquida tiene una fuerza idnica en el intervalo de 20-2000 mM, tal como en el intervalo de
50-1500 mM, o en el intervalo de 100-1000 mM.

En una forma de realizacién, la composicién farmacéutica comprende un compuesto oligomérico como se ha
definido en la presente memoria descriptiva en un transportador acuoso; y dicho transportador acuoso comprende un
tamp6n para mantener el pH en el intervalo de 4,0-8,5 y tiene una fuerza iénica de 20-2000 mM.

En otra forma de realizacién, la composicién farmacéutica liquida que comprende un conjugado en un transpor-
tador acuoso, dicho conjugado consta de un compuesto oligomérico como se ha definido en la presente memoria
descriptiva y al menos un resto no nucleotidico/no polinucleotidico unido covalentemente a dicho compuesto oligo-
mérico; y dicho transportador acuoso comprende un tampdn para mantener el pH en el intervalo de 4,0-8,5 y tiene una
fuerza i6nica de 20-2000 mM.

El dominio de unién a la diana del compuesto oligomérico es la SEC ID N° 15, el compuesto es la SEC ID N° 15
(v 29).

En otra forma de realizacién, la composicién farmacéutica también comprende otro agente seleccionado de los
grupos constituidos por compuestos quimioterapéuticos, compuestos antiinflamatorios, compuestos antivirales, com-
puestos citostaticos, compuestos antiangiogénicos, compuestos antiproliferativos, compuestos proapoptéticos, modu-
ladores de la transduccién de la sefial e inhibidores de la quinasa.

En una variante particularmente interesante, el otro agente es al menos un compuesto quimioterapéutico. Ejemplos
adecuados de dicho compuesto quimioterapéutico son los seleccionados del grupo constituido por adrenocorticosteroi-
des, tales como prednisona, dexametasona o decadrén:altertamina (hexaleno, hexametilmelamina (HMM)); amifostina
(etiol); aminoglutetimida (cytadren); amsacrina (M-AMSA); anastrozol (arimidex); andrégenos, tales como testos-
terona; asparaginasa (elspar); bacilo de calmette-guerin; bicalutamida (casodex); bleomicina (blenoxano); busulfin
(myleran); carboplatino (paraplatino); carmustina (BCNU, BiCNU); clorambucilo (leukeran); clorodesoxiadenosina
(2-CDA, cladribina, leustatina); cisplatino (platinol); citosina arabindsido (citarabina); dacarbazina (DTIC); dactino-
micina (actinomicina-D, cosmegen); daunorubicina (cerubidina); docetaxel (taxotere); doxorubicina (adriomicina);
epirubicina; estramustina (emcyt); estrégenos, tales como dietilestilbestrol (DES); etépsido (VP-16, VePesid, etopo-
fos); fludarabina (fludara); flutamida (eulexina); S-FUDR (floxuridina); 5-fluorouracilo (5-FU); gemcitabina (gemzar);
goderelina (zodalex); herceptina (trastuzumab); hidroxiurea (hidrea); idarubicina (idamicina); ifosfamida; IL-2 (pro-
leucina, aldesleuquina); interferén alfa (intrén A, roferén A); irinotecdn (camptosar); leuprdlido (luprén); levamisol
(ergamisol); lomustina (CCNU); mecloratamina (mustargen, mostaza de nitrégeno); melfaldn (alqueran); mercapto-
purina (purinetol, 6-MP); metotrexato (mexato); mitomicina-C (mutamucina); mitoxantrona (novantrona); octreétida
(sandostatina); pentostatina (2-desoxicoformicina, nipent); plicamicina (mitramicina, mitracina); prorocarbazina (ma-
tulano); estreptozocona; tamoxifeno (nolvadex); taxol (paclitaxel); tenipdsido (vurmon, VM-26); tiotepa; topotecdn
(hicamtin); tretinoina (vesanoide, 4cido retinoico todo trans); vinblastina (valban); vincristina (oncovin) y vinorelbina
(navelbina). En una forma de realizacion, el compuesto quimioterapéutico se selecciona de fludarabina y taxanos, tales
como taxol, paclitaxel y docetaxel, en particular fludarabina.
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En una variante, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o mas com-
puestos oligoméricos y (b) uno o mds de otros compuestos quimioterapéuticos que funcionan mediante un mecanismo
que no es antisentido. Cuando se usa con los compuestos de la invencidn, dichos compuestos quimioterapéuticos
pueden usarse de forma individual (p. ej., mitramicina y oligonucleétido), secuencialmente (p. €j., mitramicina y oli-
gonucledtido durante un periodo de tiempo, seguido por otro agente y oligonucleétido) o en combinacién con uno o
mads de dichos compuestos quimioterapéuticos o en combinacién con radioterapia. Todos los compuestos quimiote-
rapéuticos conocidos para un experto en la técnica, incluidos los mencionados explicitamente en lo que antecede y
que se incorporan en el presente documento como tratamientos de combinacién con un compuesto de acuerdo con la
invencion.

En una variante, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o mas
compuestos oligoméricos y (b) uno o mas compuestos anticuerpos. A esta combinacién también se pueden afiadir uno
0 mas compuestos quimioterapéuticos.

En una forma de realizacién preferida, la composicién farmacéutica se administra en combinacién con un com-
puesto seleccionado de compuestos de fludarabina y taxano.

El término “compuesto de taxano” estd destinado a abarcar paclitaxel (Taxol®), derivados de paciitaxei, docetaxel,
taxotere, taxanos modificados y andlogos taxoides. Paclitaxel (Taxol®) es un diterpeno aislado de la corteza del tejo
occidental (pacifico), Taxus brevifolia, y es representativo de una clase de agentes terapéuticos que tienen un sistema
de anillo de taxano. Paclitaxel y sus andlogos se han producido mediante sintesis parcial a partir de 10-deacetilbacatina
III, un precursor obtenido de las agujas y ramas del tejo, y mediante sintesis total. Véase Holton, y col., J. Am. Chem.
Soc. 116:1597-1601 (1994) y Nicolaou, y col., Nature 367:630 (1994). Paclitaxel ha mostrado eficacia en varios
tumores humanos en los ensayos clinicos. Véase McGuire, y col., Ann. Int. Med. 111:237-279 (1989); Holmes, y
col., J. Natl. Cancer Inst. 83:1797-1805 (1991); Kohn y col., J. Natl. Cancer Inst. 86:18-24 (1994); y Kohn, y col.,
American Society for Clinical Oncology 12 (1993). El taxano modificado o andlogos de taxoides son los compuestos
que tienen un anillo de taxano que porta cadenas laterales modificados. Una serie de estos andlogos poseen mejores
propiedades, tales como mayor solubilidad y estabilidad en agua que las del paclitaxel natural. Estos andlogos son
conocidos para los expertos en la técnica y se divulgan en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.278.324; 5.272.171;
5.254.580; 5.250.683; 5.248.796; y 5.227.400. Paclitaxel y taxotere se pueden preparar mediante los procedimientos
del documento WO 93/18210, el documento EP 0 253 739, el documento EP 0253739 y el documento WO 92/09589.
En formas de realizacidn concretas, el compuesto de taxanos es paclitaxel o taxotere.

La proporcién en peso entre el(los) compuesto(s) quimioterapéutico(s) (p. €j., fludarabina y/o compuesto(s) de
taxano) y el compuesto oligomérico en dicha composicién estd normalmente en el intervalo de 50:1 a 1:25, tal como
en el intervalo de 25:1 a 1:25, o en el intervalo de 10:1 a 1:25, o en el intervalo de 1:1 a 1:25 o en el intervalo de 50:1
al:10 oenelintervalo de 1:1 a 1:50 o en el intervalo de 25:1 a 1:10.

En una forma de realizacidon, la composicion farmacéutica comprende al menos un compuesto quimioterapéutico
(p. ¢j., fludarabina y/o compuesto(s) de taxano) y un compuesto oligomérico como se ha definido en la presente
memoria descriptiva en un transportador farmacéuticamente aceptable; en la que la proporcién en peso entre el(los)
compuesto(s) quimioterapéutico(s) y el compuesto oligomérico en dicha composicién estd en el intervalo de 50:1 a

En otra forma de realizacion, la composicién farmacéutica comprende al menos un compuesto quimioterapéutico
(p. €j., fludarabina y/o compuesto(s) de taxano) y un conjugado en un transportador farmacéuticamente aceptable; en la
que dicho conjugado consta de un compuesto oligomérico tal como se ha definido en la presente memoria descriptiva
y al menos un resto no nucleotidico/no polinucleotidico unido covalentemente a dicho compuesto oligomérico; y
en la que la proporcién en peso entre el(los) compuesto(s) quimioterapéutico(s) y el compuesto oligomérico parte del
conjugado en dicha composicion estd en el intervalo de 50:1 a 1:25.En una variante dentro de esta forma de realizacion,
el menos un resto no nucleotidico/no polinucleotidico comprende un compuesto quimioterapéutico (p. ej., fludarabina
0 un compuesto de taxano).

Los compuestos oligoméricos de la invencién también pueden estar conjugados con sustancias farmacolégicas
activas, por ejemplo aspirina, ibuprofeno, un farmaco sulfa, un antidiabético, un antibacteriano o un antibiético.

Farmacos antiinflamatorios, incluidos, entre otros, firmacos antiinflamatorios no esteroides y corticosteroides,
farmacos antivirales y foirmacos inmunomoduladores, también se pueden combinar en composiciones de la invencion.
Dos 0 mds compuestos combinados se pueden usar juntos o de forma secuencial.

En una forma de realizacién adicional, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden contener uno o mas
compuestos oligoméricos dirigidos a Bcl-2 y uno o mds compuestos antisentido adicionales dirigidos a una segunda
diana de 4cido nucleico. Dos o més compuestos combinados se pueden usar juntos o de forma secuencial.

Ademads, los medicamentos que comprenden los compuestos oligoméricos se pueden usar en combinacidon con
radioterapia etc.
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Composiciones farmacéuticas preferidas

En una forma de realizacién, la composicion farmacéutica de la invencion es una composicion farmacéutica liquida
que comprende un compuesto oligomérico de la invencién, en el que dicho transportador acuoso comprende un tamp6n
para mantener el pH en el intervalo de 4,0-8,5 y que tiene una fuerza iénica de 20-2000 mM.

En otra forma de realizacion, la composicion farmacéutica de la invencién es una composicion farmacéutica liquida
que comprende un conjugado en un transportador acuoso, en la que dicho conjugado esta constituido por un compuesto
oligomérico de la invencion, dicho transportador acuoso comprende un tampoén para mantener el pH en el intervalo de
4,0-8,5 y que tiene una fuerza i6nica de 20-2000 mM.

Preferentemente, dicha composiciéon comprende ademads al menos un compuesto quimioterapéutico (p. ej., fluda-
rabina y/o compuesto(s) de taxano). Como se ha mencionado en lo que antecede, la proporcion en peso entre el(los)
compuesto(s) quimioterapéutico(s) y el oligonucle6tido LNA parte del conjugado en dicha composicién normalmente
estd en el intervalo de 50:1 a 1:25.

En una forma de realizacién adicional, la composicién farmacéutica de la invencién es una composicién farma-
céutica que comprende al menos un compuesto quimioterapéutico (p. €j., fludarabina y/o compuesto(s) de taxano) y
un compuesto oligomérico de la invencidn, en la que la proporcion en peso entre el(los) compuesto(s) quimioterapéu-
tico(s) y el oligonucle6tido LNA en dicha composicion estd en el intervalo de 50:1 a 1:25.

En una forma de realizacién adicional més, la composicion farmacéutica de la invencidn es una composicién farma-
céutica que comprende al menos un compuesto quimioterapéutico (p. ej., fludarabina y/o compuesto(s) de taxano) y un
conjugado en un transportador farmacéuticamente aceptable, en la que dicho conjugado estd constituido por un com-
puesto oligomérico de la invencién, en la que la proporcién en peso entre el(los) compuesto(s) quimioterapéutico(s)
y el oligonucledtido LNA parte del conjugado en dicha composicién estd en el intervalo de 50:1 a 1:25.

Indicaciones

La Bcl-2 estd implicada en una serie de mecanismos biolégicos bdsicos, incluidos la proliferacién de eritrocitos,
la proliferacién celular, el metabolismo de los iones, el metabolismo de la glucosa y la energia, la regulacién del pH
y el metabolismo de la matriz. Los procedimientos de la invencién se emplean, preferentemente, para el tratamiento,
tratamiento de mantenimiento o profilaxis frente a enfermedades causadas por cédncer, particularmente para el trata-
miento del cdncer asociado con la expresion de Bcl-2, tales como cdncer de mama, de colon, de prostata, de pancreas,
de pulmén, de higado, de tiroides, de rifién, de cerebro, de testiculos, de estémago, de intestino, intestinal, de médula
espinal, de senos, de vejiga urinaria, de tracto urinario, de ovarios, de cabeza y cuello, hematoldgico, de piel, gastrico
o de huesos.

Los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva pueden usarse en un procedimiento de prevencion,
tratamiento de mantenimiento o tratamiento del cdncer, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto oligomérico que modula la Bcl-2, en un ser humano. El compuesto de la invencién puede ademds usarse
durante un corto periodo de administracién de un compuesto oligomérico que modula la Bcl-2. Las células norma-
les no cancerosas se dividen a una frecuencia caracteristica para el tipo celular concreto. Cuando una célula se ha
transformado en un estado canceroso tiene como resultado una proliferacion celular incontrolada y reduccién de la
muerte celular, y, por tanto, la divisién celular o el crecimiento celular promiscuos es una caracteristica de un tipo de
célula cancerosa. Ejemplos de tipos de cdncer incluyen, entre otros, linfomas y leucemias (p. €j., linfoma no Hodgkin,
linfoma Hodgkin, leucemia aguda tal como leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloi-
de crénica, leucemia linfocitica crénica, mieloma multiple), carcinoma de clon, carcinoma rectal, cdncer pancreético,
cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de prostata, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de vias
biliares, criocarcinoma, cancer cervical, cancer de testiculos, carcinoma de pulmén, carcinoma de vejiga urinaria, me-
lanoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de cerebro, cidnceres de sitio primario desconocido, neoplasias, cdnceres
del sistema nervioso periférico, cdnceres del sistema nervioso central, diferentes tipos de tumores (p. €j., fibrosarco-
ma, mixosarcoma, liposarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma sinovioma, mesotelioma, tumor de Swing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcino-
ma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, carcinoma pulmonar de células pequefias, car-
cinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, carniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblas-
toma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, neuroblastoma y retinoblastoma), enfermedad de las ca-
denas pesadas, metdstasis, o cualquier enfermedad o trastorno caracterizado por un crecimiento celular anormal o
incontrolado.

Los linfomas no Hodgkin de la invencién comprenden, entre otros, linfoma de células precursoras tal como linfoma
linfobldastico (células T y células B); neoplasias de células B periféricas, tales como leucemia linfocitica crénica de
células B y linfoma linfocitico de células pequeiias, leucemia prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmacitico,
linfoma de células de Mantel, linfoma folicular, linfoma de células B de la zona marginal extraganglional de tipo
MALT, linfoma de células B de la zona marginal ganglional, linfoma de células B de la zona marginal esplénica,
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leucemia de células peludas, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de Burkitt, incluido el linfoma similar
al Burkitt, plasmacitoma y mieloma de células plasméticas; neoplasias de células T y NK periféricas, tales como
leucemia prolinfocitica de células T, leucemia linfocitica granular de células T, leucemia agresiva de células NK,
micosis fungoides y sindrome de sezary, linfoma de células T periféricas, linfoma de células T angioinmunobléstico,
linfoma de células NK/T extraganglional (nasal y de tipo nasal), linfoma de células T de tipo enteropatia, linfoma
de células T yd hepatoesplénico, linfoma de células T similar a paniculitis subcutanea (células nulas/T, tipo cutdneo
primario) y linfoma de células T del adulto y leucemia (HTLV 1+).

Actualmente se cree que los tipos de cancer para los que se pueden conseguir resultados clinicos particularmente
buenos son leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica y linfomas no Hodgkin particularmente linfoma
folicular y linfoma difuso de células B grandes.

El término “carcinoma” estd destinado para indicar un tumor maligno de origen epitelial. El tejido epitelial cubre
u reviste las superficies corporales dentro y fuera del cuerpo. Ejemplos de tejido epitelial son la piel y la mucosa y
la serosa que revisten las cavidades del cuerpo y los 6rganos internos, tales como los intestinos, la vejiga urinaria, el
utero, etc. El tejido epitelial también puede extenderse a capas tisulares mds profundas para formar glandulas, tales
como gldndulas secretoras de moco.

El término “sarcoma” estd destinado para indicar un tumor maligno en crecimiento a partir del tejido conjuntivo,
tal como cartilago, grasa, musculos, tendones y huesos.

El término “glioma”, cuando se usa en la presente memoria descriptiva, estd destinado a cubrir un tumor maligno
que se origina a partir de células gliales.

Usos

Los compuestos oligoméricos de la presente invencion se pueden utilizar como terapéuticas, tratamiento de man-
tenimiento y profilaxis. En investigacién, los compuestos oligoméricos antisentido se pueden usar para inhibir espe-
cificamente la sintesis de la proteina Bcl-2 en células y animales experimentales, de modo que se facilita el andlisis
funcional del la diana o una evaluacién de su utilidad como diana para la intervencion terapéutica. Para las terapéu-
ticas, un animal o un ser humano (en particular un ser humano) del que se sospecha que presenta una enfermedad o
trastorno, que se puede tratar mediante modulacién de la expresién de Bcl-2 es tratado mediante la administracién de
compuestos antisentido de acuerdo con la presente invencion.

La invencién proporciona ademas un procedimiento para modular la expresién de Bcl-2 en células o tejido, en el
que el procedimiento comprende poner en contacto dichas células tejido con un compuesto oligomérico o un conjugado
tal como se ha definido en la presente memoria descriptiva, en particular una composicién farmacéutica tal como se
ha definido en la presente memoria descriptiva, de forma que se modula la expresién de Bcl-2.

Ademds, la invencidn proporciona un procedimiento para modular la expresion de un gen implicado en una en-
fermedad cancerosa que comprende poner en contacto el gen o el ARN del gen con un compuesto oligomérico o un
conjugado tal como se ha definido en la presente memoria descriptiva, en particular una composiciéon farmacéutica tal
como se ha definido en la presente memoria descriptiva, de modo que se modula la expresion génica. Preferentemente,
el gen es el gen Bcl-2 humano.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de induccién de apoptosis celular que com-
prende poner en contacto la célula o el ARN de la célula con un compuesto oligomérico o un conjugado tal como se
ha definido en la presente memoria descriptiva, en particular una composicién farmacéutica como se ha definido en la
presente memoria descriptiva, de modo que se induce la apoptosis. La induccién de apoptosis es in vitro. La induccién
se puede provocar en un ensayo celular o dentro de una muestra tisular.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento de prevenir o reducir la proliferacién celular
que comprende poner en contacto la célula o el ARN de la célula con un compuesto oligomérico o un conjugado
tal como se ha definido en la presente memoria descriptiva, en particular una composicién farmacéutica como se ha
definido en la presente memoria descriptiva, de modo que se previene o reduce la proliferacion celular. La prevencion
o reduccién de la proliferacién es in vitro. La prevencion puede realizarse en un ensayo celular o dentro de una muestra
de tejido.

En una forma de realizacion, el tratamiento se combina con la administracion de un agente adicional seleccionado
del grupo constituido por compuestos quimioterapéuticos, compuestos antiinflamatorios, compuestos antivirales, com-
puestos citostaticos, compuestos antiangiogénicos, compuestos antiproliferativos, compuestos proapoptoéticos, modu-
ladores de la transduccién de la sefial e inhibidores de la quinasa. En una variante concreta, el agente adicional es al
menos un agente quimioterapéutico, en particular uno o més de los agentes quimioterapéuticos especificos menciona-
dos en lo que antecede.

Ademds, la invencion proporciona los compuestos oligoméricos tal como se ha definido en la presente memoria
descriptiva para usar como un medicamento. Mds particularmente, la invencién proporciona el uso de un compuesto
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oligomérico como se ha definido en la presente memoria descriptiva para la preparaciéon de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad cancerosa. El medicamento estd, preferentemente, en forma de una composicién
farmacéutica tal como se ha definido en lo que antecede.

Por tanto, otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de un compuesto oligomérico tal como
se ha definido en la presente memoria descriptiva para la preparacién de una composicién farmacéutica para el trata-
miento de un mamifero, en particular un ser humano, que sufre o es susceptible de sufrir una enfermedad cancerosa.

En una forma de realizacion, el(los) compuesto(s) quimioterapéutico(s) estd/n presente en la primera composicion
farmacéutica que comprende el oligonucleétido LNA.

En una forma de realizacién, uno o mas compuestos quimioterapéuticos (p. ej., fludarabina y/o compuesto(s) de
taxano) estd/n presentes en una segunda composicion farmacéutica que no comprende el oligonucleétido LNA. En este
caso, la primera composicién farmacéutica y la segunda composicién farmacéutica se pueden administrar de forma
concomitante o se pueden administrar secuencialmente.

En general, el medicamento puede ademds comprender otro agente seleccionado del grupo constituido por com-
puestos quimioterapéuticos, compuestos antiinflamatorios, compuestos antivirales, compuestos citostaticos, compues-
tos antiangiogénicos, compuestos antiproliferativos, compuestos proapoptéticos, moduladores de la transduccion de
la sefial e inhibidores de la quinasa. En una variante concreta, el agente adicional es al menos un compuesto qui-
mioterapéutico, en particular uno o mas de los compuestos quimioterapéuticos especificos mencionados en lo que
antecede.

Las enfermedades cancerosas a las que se ha hecho referencia en lo que antecede son, en particular, cidncer de
pulmén, de mama, de colon, de préstata, de pancreas, de pulmoén, de higado, de tiroides, de rifién, de cerebro, de
testiculos, de estdémago, de intestino, intestinal, de médula espinal, de senos, de vejiga urinaria, de tracto urinario, de
ovarios, de cabeza y cuello, hematolégico o de piel, como se describe con mas detalle en lo que antecede.

Ademads, la presente invencién proporciona un complejo que comprende un compuesto hibridado con un acido
ribonucleico que codifica una proteina Bcl-2 humano, en el que dicho compuesto es un compuesto oligomérico o un
conjugado tal como se ha definido en la presente memoria descriptiva. Dichos complejos pueden ser el resultado del
tratamiento de una diana, es decir un 4cido ribonucleico que codifica la proteina Blc-2 humana, con un compuesto
oligomérico o conjugado como se ha definido en la presente memoria descriptiva.

Administracion

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar de una serie de modos dependien-
do de si se desea tratamiento local o sistémico y del drea que se va a tratar. La administracion puede ser administracién
(a) oral (b) pulmonar, por ejemplo mediante inhalacién o insuflacién de polvos o aerosoles, incluido mediante nebu-
lizador; intratraqueal, intranasal, (c) tdpica, incluidas las administraciones epidérmicas, transdérmicas, oftdlmicas y
en las membranas mucosas, incluida administraciéon vaginal y rectal; o (d) parenteral, incluida la inyeccién o infusién
intravenosa, intraarterial, subcutdnea, intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por ejemplo administracién in-
tratecal o intraventricular. En una forma de realizacidn, el compuesto oligomérico se administra por via IV, IP, oral,
tépica o en forma de inyeccion en bolo, o se administra directamente en el érgano diana.

Composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracién tépica pueden incluir parches transdérmicos,
ungiientos, lociones, cremas, geles, gotas, atomizadores, supositorios, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o de-
seables transportadores farmacéuticos convencionales, acuosos, polvo o bases oleosas, espesantes y similares. También
pueden ser ttiles preservativos, guantes revestidos y similares. Formulaciones topicas preferidas incluyen aquéllas en
las que los oligonucledtidos de la invencidn estdn en mezcla con un agente de liberacién tépica tales como lipidos,
liposomas, dcidos grasos, ésteres de dcidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Las composiciones
y formulaciones para administracién oral incluyen, entre otros, polvos o granulos, microparticulas, nanoparticulas,
suspensiones o soluciones en agua o medio no acuoso, cipsulas, cdpsulas de gel, sellos, comprimidos o minicompri-
midos. Las composiciones y formulaciones para administracién parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
soluciones acuosas estériles que pueden también contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados, tales co-
mo, entre otros, potenciadores de la penetracién, compuestos transportadores y otros transportadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Suministro

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen, entre otras, soluciones, emulsiones y formu-
laciones que contienen liposomas. Estas composiciones pueden generarse a partir de una variedad de componentes
que incluyen, entre otros, liquidos preformados, s6lidos autoemulsionantes y semisélidos autoemulsionantes. La libe-
racién del farmaco al tejido tumoral puede potenciarse mediante liberaciéon mediada por transportador incluidos, entre
otros, liposomas cariénicos, ciclodextrinas, derivados de porfirina, dendrimeros de cadena ramificada, polimeros de
polietilenimina, nanoparticulas y microesferas (Dass CR. J Pharm Pharmacol 2002; 54(1):3-27).
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Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, que se pueden presentar de forma conveniente en forma
de monodosis, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria farmacéutica.
Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto los ingredientes activos con el(los) transportador(es) farmacéu-
tico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto de forma uniforme y estrecha
los ingredientes activos con transportadores liquidos o transportadores sélidos finamente divididos o con ambos vy,
después, en caso necesario, dando forma al producto.

Las composiciones de la presente invencién pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacién po-
sibles, tales como, entre otros, comprimidos, cdpsulas, cidpsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos y supositorios.
Las composiciones de la presente invencién también se pueden formular en forma de suspensiones en medio acuoso,
no acuoso o mixto. Las suspensiones acuosas pueden contener ademads sustancias que incrementan la viscosidad de la
suspension, incluidas, por ejemplo, carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y70 dextrano. La suspensién también puede
contener estabilizantes.

Dosificacion

La dosificacién depende de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado de enfermedad que se va a tratar
y el curso de tratamiento que dura de varios dias a varios meses o hasta que se efectia una cura y se consigue una
disminucién del estado de la enfermedad. Los programas de dosificaciéon 6ptimos dependeran de, por ejemplo, la
eleccidén del tratamiento de combinacioén, la enfermedad y el estado de la enfermedad y los resultados de los ensayos
clinicos iniciales.

Las dosificaciones 6ptimas pueden variar en funcién de la potencia relativa de los oligonucleétidos individuales.
En general, se puede estimar sobre la base de las CES0 que se ha encontrado que son eficaces en modelos animales
in vitro e in vivo. En general, la dosificacion es de 0,01 ug a 1 g por kg de peso corporal y se puede administrar una
o0 mas veces al dia, a la semana, al mes o al afio, o incluso una vez cada de 2 a 10 afios o mediante infusion continua
durante de horas a varios meses. Las tasas de repeticion para la administracion de la dosis se pueden estimar sobre la
base de los tiempos de residencia medidos y las concentraciones del farmaco en los fluidos o tejidos corporales.

Tras un tratamiento con éxito, puede ser deseable someter al paciente a terapia de mantenimiento para prevenir la
recurrencia del estado de la enfermedad.

Sin pretender quedar ligado a teoria alguna concreta, se prevé que el efecto combinado (y efecto potencialmente
sinérgico) de un compuesto quimioterapéutico y un compuesto oligomérico de acuerdo con la invencién posibilitara
reducir la dosificacién del compuesto quimioterapéutico o el compuesto oligomérico, o ambos.

Un kit

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un kit que comprende

(a) un primer componente que contiene una o mds dosis de solucién inyectable de un compuesto oligomérico
de acuerdo con la invencién, y

(b)  un segundo componente que contiene una o mas soluciones inyectables de uno o mas compuestos quimio-
terapéuticos (p. €j., fludarabina y/o compuesto(s) de taxano); y

en el que la proporcién en peso entre el al menos un compuesto de taxano y el al menos un oligonucleétido LNA
en dicha composicién estd en el intervalo de 50:1 a 1:25.

Preferentemente, las dosis de solucion inyectable de un compuesto oligomérico son composiciones farmacéuticas
como se ha definido en lo que antecede.
Ejemplos
Ejemplo 1
Sintesis de monémero

Los bloques componentes monoméricos de LNA y sus derivados se prepararon siguiendo los procedimientos pu-
blicados y las referencias citadas en ellos, véase:

Documento WO 03/095467 A1

D. S. Pedersen, C. Rosenbohm, 1. Koch (2002) Preparation of LNA Phosphoramidites, Synthesis 6, 802-808.
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M. D. Sgrensen, Kvaerng, T. Bryld, A. E. Hakansson, B. Verbeure, G. Gaubert, P. Herdewijn, J. Wengel
(2002) a-L-ribo-conflgured Locked Nucleic Acid (a-I-LNA): Synthesis and Properties, J. Am. Chem. Soc., 124, 2164-
2176.

S. K. Singh, R. Kumar, J. Wengel (1998) Synthesis of Novel Bicyclo[2.2.1] Ribonucleosides: 2’-Amino-and 2’-
Thio-LNA Monomeric Nucleosides, J. Org. Chem. 1998, 63, 6078-6079.

C. Rosenbohm, S. M. Christensen, M. D. Sgrensen, D. S. Pedersen, L. E. Larsen, J. Wengel, T. Koch (2003)
Synthesis of 2’-amino-LNA: a new strategy, Org. Biomol. Chem. 1, 655-663.

D. S. Pedersen, T. Koch (2003) Analogues of LNA (Locked Nucleic Acid). Synthesis of the 2’-Thio-LNA Thy-
mine and 5-Methyl Cytosine Phosphoramidites, Synthesis, aceptado.

Ejemplo 2
Sintesis de oligonucledtidos
Sintesis de oligonucledtidos a pequeria escala

Los oligonucleétidos se sintetizaron usando el enfoque de fosforoamidita en un sintetizador Expedite 8900/MOSS
(Multiple Oligonucleotide Syntheses System) a una escala de 1 umol o 15 umol. Para la sintesis a mayor escala se
us6 un Akta Oligo Pilot. Al final de la sintesis (con DMT) los oligonucleétidos se escindieron del soporte sélido
usando amoniaco acuoso durante 1-2 horas a temperatura ambiente y se desprotegieron adicionalmente durante 4
horas a 65°C. Los oligonucleétidos se purificaron mediante HPLC de fase inversa (RP-HPLC). Después de la retirada
del grupo DMT, los oligonucledtidos se caracterizaron por AE-H PLC, RP-H PLC y CGE y la masa molecular se
confirm6 adicionalmente mediante ESI-MS. Véase mas adelante para mas detalles.

Preparacion del soporte solido de LNA
Preparacion del hemiéster de succinilo de LNA

El monémero 5’-O-Dmt-3’-hidroxi-LNA (500 mg), anhidrido succinico (1,2 eq.) y DMAP (1,2 eq.) se disolvieron
en DCM (35 ml). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante la noche. Después de las extracciones con
NaH,PO, 0,1 M a pH 5,5 (2 veces) y salmuera (1 vez), la capa orgédnica se secé adicionalmente con Na,SO, anhidro,
se filtré y se evapord. El derivado hemiéster se obtuvo con un rendimiento del 95% y se usé sin purificacién adicional.

Preparacion del soporte de LNA

El derivado hemiéster preparado en lo que antecede (90 umol) se disolvié en una cantidad minima de DMF, se afia-
dieron DIEA y pyBOP (90 umol) y se mezclaron durante 1 minuto. Esta mezcla preactivada se combiné con LCAA-
CPG (500 A, 80-120 de tamafio de malla, 300 mg) en un sintetizador manual y se agit6. Después de 1,5 horas a tem-
peratura ambiente, el soporte se filtr6 y se lavé con DMF, DCM y MeOH. Después de secar, se determiné que la carga
era 57 umol/g (véase, Tom Brown, Dorcas J. S. Brown. Modern machine-aided methods of oligodeoxyribonucleotide
synthesis. En: F. Eckstein, editor. Oligonucleotides and Analogues A Practical Approach. Oxford: IRL Press, 1991:
13-14).

Elongacion del oligonucleotido

El acoplamiento de fosforoamiditas (A(bz), G(ibu), 5-metil-C(bz)) o T-B-cianoetilfosforoamidita) se realiza usando
una solucién de 0,1M de la amidita protegida con 5’-O-DMT en acetonitrilo y DCI (4,5-dicianoimidazol) en acetoni-
trilo (0,25M) como activador. La tiolacién se realiza usando hidruro de xantano (0,01M en acetonitrilo:piridima 10%).
El resto de los reactivos son los normalmente usados para la sintesis de oligonucleétidos. El protocolo proporcionado
por el suministrados se optimizé convenientemente.
Purificacion mediante RP-HPLC

Columna: Xterra RP

Caudal: 3 ml/min

Tampones: Acetato aménico 0,1M a pH 8 y acetonitrilo
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Abreviaturas
DMT: Dimetoxitritilo
DCI: 4,5-dicianoimidazol
DMAP: 4-Dimetilaminopiridina
DCM:  Diclorometano
DMEF: Dimetilformamida
THEF: Tetrahidrofurano
DIET: N,N-diisopropiletilamina
PyBOP: Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio
Bz: Benzoilo

Ibu: Isobutirilo

Sintesis de oligonucledtidos a gran escala

Se sintetizaron oligonucledtidos a gran escala usando el enfoque de fosforoamidita en un oligopilot AKTA a
escalas de 200 ymol a 1 mmol. Después de la sintesis sin DMT del oligo y tras el tratamiento con DEA, también se
realiz6 en el sintetizador. La escisioén del oligonucleétido del soporte sélido y la eliminacién de los grupos protectores
se realizé mediante tratamiento con amoniaco acuoso durante 12 horas a 55°C. Los oligonucleétidos se purificaron
después mediante intercambio iénico (IEX) en un piloto AKTA. La desalacién se realizé en medio Sephadex™ G-25
tras liofilizacién. Los oligonucleétidos se caracterizaron mediante IEX-HPLC, CGE y ESI-MS.

El acoplamiento de ADN-fosforoamiditas (A(bz), C(bz), G(ibu) y (T)) y LNA-fosforoamiditas (C(bz) y (T)) se
realiza usando una solucién 0,2M de la amidita en acetonitrilo y una 0,75M de DCI (4,5-dicianoimidazol) como

activador. La tiolacién se realiza usando hidruro de xantano (0,0175 M en acetonitrilo:piridina 20%). El resto de los
reactivos son los normalmente usados para la sintesis de oligonucledtidos.

Ejemplo 3

Diserio del compuesto oligomérico

TABLA 1

Compuestos oligoméricos de la invencion

En la presente solicitud, a los compuestos oligoméricos se hace referencia mediante el nimero de secuencia espe-
cificada, por ejemplo “SEC ID N° 15”. El compuesto “SEC ID N° 56 también se denomina oblimersen sédico y se
usa en la presente memoria descriptiva como un compuesto de referencia.

SEQ ID N2: | Secuencia Diseio

18 mers complementarios

1 TsCotsCsCsCs850sCsUstsJsCsgs CSCAL hueco 13
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2 TsCsTsCsCsCssICTstsOsCsTsCsCsAst hueco 11

3 TsCsTsCsCsCs50sCsTsts 9sCs Gs CsCAst hueco 9

4 tsCsTsCsCsCsasgsCoUsts9sCs0s Cs CsAst hueco 10

5 TsCsTsCsCsCs85UsCsOstsJsCs s Cs CAS T hueco 11

6 T%C% T%CsCsCsCsCssUsCsTstsJsCsPs C % C¥ A%t hueco 11

7 tsC% T%C%CsCsas9sCsOsts9sCs 9 C % C A%t hueco 10
16 mers complementarios

8 G T5CsCsCs8:50:CsTsts0s Cs0s CsCsa hueco 11

9 C% T%CcCsCs As7sCs¥st:0:C:9sC*C%C%a hueco 11, a-L-LNA

10 G T5CsCsCs8:05C:TstsJs Csgs CsCA LNA extremo 3'

11 CsTCsCsCs50sCsUst:0s Csgs CsCsA LNA extremo 3'

12 CsTsCsCsCs8505C:0:t:0sCsGsCs Csa hueco 9

13 G TsCsCsCs8505CsUst:0:CsGsCs Csa hueco 7

14 CeTsCsCsCs505Cs0st0sCs G Cs CA hueco 9
CstsCsCsCsasMsCOstsdsCsOsCsCsa, 16mers

15 G TCsCsCs8585CsTstsJs CsOsCsCs hueco 11

16 C% T%CsCsCs:5a5CsPst:sJsCs0sC% C%a hueco 11, a-L-LNA

17 CoTCsCsCsa5a5C:0t:9CsGsCs Ca hueco 9

18 CoTCsCsCsstsCsOsts 0s Cs G CsCa hueco 9

19 CsTCsCsCsa5a5Cs0stsgs Cs G Cs Csa hueco 7

20 CsTsCsCsCs5:C:9:1:9:C GG Ca hueco 10
CstsCsCsCs@:9sCsgsMsgsCs9sCsCsa, 16mers

21 Ces TsCsCsCs50:Cs0sCs8sCs9sCs Csa hueco 11

22 Cs TsCsCsCs8505Cs0:sCsUsCs Gs Cs Csa hueco 9

23 CeTsCsCsCs8505Cs0sC:s9sCs Gs CsCsa hueco 7

24 G T5CsCsCs505Cs0s8s0sCs0sCs Csa hueco 11

25 CsTsCosCsCs505Cs0:059sCs0sCs Csa hueco 11
tsCssCsCsCsa:9eMsFst:9sC:gsCsCsast, 18mers

26 TG TsCsCsCs859sasTstsJs Cs0s CsCsAt hueco 11

27 TG TsCsCsCssTstsTsts 0sCs g Cs C:A hueco 11

28 TCsTsCsCsCs859s9s9st:0s CsQs Cs CA hueco 11
Patrones

29 CsTsCsCsCs5asC:T:t:9:C:9:sCsC N-1, extremo 3’

30 G TsCsCsCs8585CsUst:s0:Cs0sC N-2, extremo 3' (ref.)
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31 CsTCsCsCs5a5CsUsts9s CsTs N-3, extremo 3' (ref.)

32 TCsCsCs8585CsUsts3sCs¥sCs Csa N-1, extremo 5' (ref.)

33 CsCsCs5A5Cs0sts0sCs¥sCsCsa N-2, extremo 5' (ref.)

34 CsCs5sCs0st:3sCs3:sCsCsa N-3, extremo 5' (ref.)

35 CsTsCsCsCs:0sC:Qst:9sC9:CsC N-1, extremo 3’

36 Cs TsCsCsCs50:Cs0st:9sCsgsC N-2, extremo 3' (ref.)

37 CsTsCsCsCs:0sCsTstsFsCs s N-3, extremo 3' (ref.)

38 TsCsCsCs8595CsUsts0sCs0s Cs Csa N-1, extremo 5’ (ref.)

39 CsCsCs850:Cs0:1:9:C:0sCsCsa N-2, extremo 5' (ref.)

40 CsCs8:505Cs0st:9:Cs0:C:Csa N-3, extremo 5' (ref.)

41 CsTCsCsCs505CsTsts JsCsJs Cs CAst hueco 12

42 CsTsCsCsCs8505Cs0st:3sCs3sCs CoAst hueco 10

43 CsTsCsCsCs850:Cs0:t:9:Cs G CsCeAst hueco 8

44 TsColsCsCsCs859:Cs0st:3:C:s0:sCsCsa hueco 12

45 TsCeTsCsCsCs:0sCs0st:0sCs GG Csa hueco 10

46 TsCsTsCsCsCs850:CsTsts s CsGsCs Csa hueco 8

47 TsCetsCsCsCss0:CsUsts9sCs G CsC hueco 11

48 TsCsTsCsCsCss0:CsTsts0s Cs G CsC hueco 9

49 TsCsTsCsCsCs8:59:Cs0stsGsCs G CsC hueco 7

50 TsCsCsCs50sCsUstsUsCs0sCs CsAst hueco 11

51 TsCsCsCs50:CsUstsJsCs0s Cs CsAst hueco 9

52 TsCsCsCs8595CsUsts0sCs G Cs CsAst hueco 7

53 TCTsCsCsCs8s9:CsAstsPsCs¥s Cs CAst hueco 11

54 TCsTsCsCsCssUsCslstsJsCsQs Cs CsAst hueco 11

55 TG TCsCsCssUsCsCsts JsCs s Cs CeAst hueco 11

56 tsCstsCsCsCssUsCsTstsJsCs¥s CsCsast Referencia

57 TsCeTsCsCsCsa50sCsAstsOsts 9s Cs C:AE 2 faltas de coincidencia
Referencia: polaridad

58 AsCyCs0sCsUsts3sCs0s@sCsCsCs TsC ivertida

59 te"Csls "Cs s CsTs  CsUstsTs CsUsCs Gt Referencia

60 CeTsCsCsCs@:8sC s Qsts0:0 s 9:CsCsa hueco 11

61 CeTs"cs"Cs"Csa58s  CsPsts G Cs9:sCsCsa hueco 11

Cebadores

62 catgtgtgtggagagcgtcaa

63 gccggttcaggtactcagtca

64 FAM -cctggtggacaacatcgccctgt-TAMRA
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En la tabla 1, las letras mayusculas indican nucle6tidos LNA, el superindice “e” indica que el nucleétido LNA
es un nucledtido alfa-L-LNA (es decir, un nucleétido andlogo LNA) y el subindice “S” indica que los nucleétidos
adyacentes estan unidos por un grupo fosforotioato. Todos los mondémeros de LNA-C son metil-C.

Ejemplo 4
Modelo in vitro: Cultivo celular

El efecto de los compuestos antisentido sobre la expresioén del dcido nucleico diana se puede investigar en cual-
quiera de una variedad de tipos celulares, con la condicién de que el 4cido nucleico diana esté presente a niveles
mensurables. La diana se puede expresar de forma endégena o mediante transfeccion transitoria o estable de un acido
nucleico que codifica dicho 4cido nucleico.

El nivel de expresion del dcido nucleico diana se puede determinar de forma rutinaria usando, por ejemplo, andlisis
de transferencia de tipo northern, PCR cuantitativa, ensayos de proteccién de ribonucleasa u otros procedimientos
cuantitativos. Los siguientes tipos celulares se proporcionan con fines ilustrativos, pero se pueden utilizar otros tipos
celulares de forma rutinaria, siempre que la diana se exprese en el tipo celular escogido.

Las células se cultivaron en el medio adecuado tal como se describe a continuacion y se mantuvieron a 37°C a una
humedad del 95-98% y 5% de CO,. Las células se pasaron de forma rutinaria 2-3 veces a la semana.

15PC3: La linea celular de cdncer de prdstata humano 15PC3 fue donada amablemente por el Dr. F. Baas, Neu-
rozintuigen Laboratory, AMC, Paises Bajos y se cultivé en DMEM (Sigma) + 10% de suero bovino fetal (FBS) +
Glutamax I + gentamicina.

PC3: La linea celular de cancer de préstata humano PC3 se adquiri6 de la ATCC y se cultivé en medio de Coon
con glutamina (Gibco) + 10% FBS + gentamicina.

518A2: La linea celular de cancer de melanoma humano 518A2 fue donada amablemente por el Dr. B. Jansen,
Section of experimental Oncology, Molecular Pharmacology, Department of Clinical Pharmacology, University of
Vienna y se cultivé en DMEM (Sigma) + 10% de suero bovino fetal (FBS) + Glutamax I + gentamicina.

Ejemplo 5
Modelo in vitro: Tratamiento con oligonucleotido antisentido

Las células se trataron con oligonucleétido usando la formulacién de liposoma catiénico Lipofect AMINE 2000
(Gibco) como vehiculo de transfeccion.

Las células se sembraron en placas de cultivo celular de 12 pocillos (NUNC) y se trataron a confluencia del 80-90%.
Las concentraciones de oligémeros usadas variaron de 0,2 mM a 100 nM de concentracién final. La formulacién de
complejos oligémero-lipido se llevé a cabo esencialmente como se ha descrito en Dean y col. (Journal of Biological
Chemistry 1994, 269, 16416-16424) usando OptiMEM (Gibco) sin suero y una concentracién lipidica final de 10
pug/ml de Lipofect AMINE 2000 en 500 ul de volumen total.

Las células se transfeccionaron mediante incubacién a 37°C durante 4 horas. Posteriormente, se retiré el medio
de transfeccion y las células se lavaron antes de afadir el medio que contenia suero. Las células se cultivaron durante
diferentes duraciones de tiempo que varian de 0-72 horas.

Ejemplo 6

Modelo in vitro: Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Aislamiento de ARN total

El ARN total se aislé usando el kit RNeasy mini kit (Qlagen n° de cat. 74104) o el reactivo Trizol Life technologies
n° de cat. 15596). Para el aislamiento del ARN de lineas celulares, RNeasy es el procedimiento preferido y par alas
muestras tisulares Trizol es el procedimiento preferido.

El ARN total se aisl6 de lineas celulares usando the Qiagen RNA OPF Robot -BIO Robot 3000 de acuerdo con el
protocolo proporcionado por el fabricante.

Las muestras de tejido se homogeneizaron y el ARn total se aislé usando el protocolo del reactivo Trizol propor-
cionado por el fabricante.
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Sintesis de la primera hebra

La sintesis de la primera hebra se realizé usando el kit Reverse Transcriptase kit (n° de cat. 205113, Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para cada muestra, 0,5 pg del ARN total se ajusté a 12 ul cada uno con N20 SIN ARNasa y se mezcld con 2
ul de poli(dT)12-18 (2,5 ug/ml) (Life Technologies, GibcoBRL, Roskilde, DK), 2 ul de mezcla de Dntp (5 mM de
cada ANTP), 2 ul de 10x tampén a TA, 1 ul de INHIBIDOR RNAguard™Rnase (33,3 U/ml), (n° de cat. 27-0816-01,
Amersham Pharmacia Biotech, Hgrsholm, DK) y 1 ul de transcriptas inversa OmniScript (4 U/ul) seguido por la
incubacién a 37°C durante 60 minutos e inactivacidn con calor de la enzima a 93°C durante 5 minutos.

Ejemplo 7
Modelo in vitro: Andlisis de la inhibicion oligonucleotidica de la expresion de Bcl-2 mediante PCR en tiempo real

La modulacién antisentido de la expresion de Bcl-2 se puede analizar de diversos modos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, los niveles de ARNm de Bcl-2 se pueden cuantificar mediante, por ejemplo, andlisis de transferencia de
tipo Northern o PCR cuantitativa. Actualmente se prefiere la PCR cuantitativa en tiempo real. El andlisis del ARN se
puede realizar sobre el ARN o ARNm celular total.

Los procedimientos de aislamiento del ARN y los andlisis de ARN tales como el andlisis de transferencia tipo
northern son rutinarios en la técnica y se ensefian en, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley and Sons.

La (PCR) cuantitativa en tiempo real se pueden realizar convenientemente usando el sistema de deteccién de PCR
en tiempo real y multicolor IQ disponible comercialmente en BioRAD Laboratories.

Andlisis con PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm de Bcl-2

La cuantificacion de los niveles de ARNm se determiné mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el sistema
de deteccién de PCR en tiempo real y multicolor IQ (BioRAD) de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

La PCR cuantitativa en tiempo real es una técnica bien conocida en la técnica y se ensefia en, por ejemplo, Heid y
col. Real time quantitative PCR, Genome Research (1996), 6: 986-994.

Platinum Quantitative PCR SuperMix UDG 2x PCR master mix se obtuvo en Invitrogen n°® de cat. 11730. Los
cebadores y las sondas TagMan® se obtuvieron en MWG-Blotech AG, Ebersberg, Alemania.

Las sondas y los cebadores para la Bcl-2 humana se disefiaron para hibridar con una secuencia de Bcl-2 humana
usando la informacién de la secuencia publicada.

Para la Bcl-2 humana, los cebadores para PCR fueron: cebador directo: 5’ catgtgtgtggagagcgtcaa 3° (concentracion
final en el ensayo; 0,6 uM (SEC ID N° 62) cebador inverso: 5’ gccggttcaggtactcagtca 3° (concentracién final en el
ensayo; 0,6 uM (SEC ID N° 63) y la sonda de PCR fue: 5° FAM-cctggtggacaacatcgecctgt-TAMRA 3’ (concentracién
final en el ensayo; 0,1 uM (SEC ID N° 64)

La cantidad de ARNm de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) se usé como control endégeno para
normalizar cualquier variacion en la preparacion de muestras.

El contenido de la muestra de ARNm de GAPDH humano se cuantificé usando el ensayo GAPDH ABI Prism Pre-
Developed TagMan Assay Reagent (Applied Biosystems n° de cat. 431 0884E) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

PCR en tiempo real

El ADNCc de la sintesis de la primera hebra realizada tal como se ha descrito en lo que antecede en el presente
documento se diluy6 2-20 veces y se analizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los cebadores y las sondas se
mezclaron con 2 x Platinum Quantitative PCR SuperMix UDG (n° de cat. 11730, Invitrogen) y se afiadieron a 3,3 ul
de ADNCc hasta un volumen final de 25 ul. Cada muestra se analiz6 por triplicado. El ensayo de diluciones del doble de
un ADNc que se habia preparado con material purificado de una linea celular que expresa en ARN de interés generd
curvas estandar para los ensayos. Se us6 H,O estéril en lugar de ADNCc para el control no molde. Programa de PCR:
50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C, 15 segundos, 60°C, 1 minuto.

Las cantidades relativas de la secuencia de ARNm diana se determinaron a partir del ciclo umbral calculado usando
el software del sistema de deteccidn en tiempo real iCycler iQ. (Véase la Tabla 3).
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Ejemplo 8

Andlisis in vitro: Andlisis de transferencia tipo western de los niveles de la proteina Bcl-2

Los niveles proteicos de Bcl-2 se pueden cuantificar de varias maneras conocidas en la técnica, tales como inmu-
noprecipitacién, andlisis de transferencia de tipo western (inmunotransferencia), ELISA, RIA (radioinmunoensayo)
o clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) y otros. Se pueden identificar los anticuerpos dirigidos a
Bcl-2 y se pueden obtener de diversas fuentes, tales como Upstate Biotechnologies (Lake Placid, EE.UU.), Novus
Biologicals (Littleton, Colorado), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California), DAKO (Glostrup, Dinamarca)
o se pueden preparar mediante procedimientos convencionales de generacién de anticuerpos. Transferencia de tipo
western:

El efecto de los oligos Bcl-2 sobre los niveles de la proteina Bcl-2 in vitro se determiné mediante transferencia de
tipo western.

Las células se transfeccionaron tal como se ha descrito en el ejemplo 5. Las células se recogieron en los puntos de
tiempo que varian de 0-72 horas tras la transfeccién, se lisaron en SDS al 2,5%, DTT 5 Mm y urea 6M suplementados
con comprimidos de mezcla con inhibidor de la proteasa (Roche). Las concentraciones proteicas totales se midieron
usando un reactivo de Bradford. 150 ul de proteinas totales se pasaron por geles de Bis-Tris al 12% en tampén
MOPS y se transfirieron a membranas de PVDF de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Invitrogen).
Después de la incubacién durante la noche en tampdn de bloqueo (Invitrogen), la membrana se incubé dos horas con
anticuerpos monoclonales anti-Bcl-2 (DAKO) y anti-survivina (Novus Biologicals 500-205 clon 60.11) o anti-tubulina
NeoMarkers), seguido por una incubacion de una hora en anticuerpos secundarios. Se us6 un kit de inmunodeteccién
cromogénico (Invitrogen) para visualizar Bcl-2, survivina o tubulina. Como alternativa, la membrana se incubé con
inmunoglobulinas de ratén conjugadas con HRP (DAKO) seguido por incubacién con reactivo ECL* Plus (Amersham)
y se visualiz6 usando el sistema de deteccién con quimioluminiscencia VersaDoc. Véanse las figuras 1, 2A, 2B y 2C.
La figura 6 muestra la duracion de la actividad de la SEC ID ° 15 sobre la proteina Bcl-2. La tabla 2 muestra los valores
de quimioluminiscencia para un gel con 10 nM y la concentracién del compuesto 10 Nm (gel no mostrado). La figura
2A muestra un gel de un experimento similar pero con otras dosis (1 nM y 5 nM).

TABLA 2

Compuesto oligomérico y concentracién  Cantidad de Bcl-2 (%) normalidad para la SEC ID N° 56, 10

nM
SEC ID N° 56 (ref.), 10 nM 100
SEC ID N 56 (ref.), 100 nM 72
SEC IDN® 2, 10 nM 33
SEC ID N® 2, 100 nM 4
Ejemplo 9

Andlisis in vitro: Inhibicion antisentido de la expresion de Bcl-2 humana usando oligonucledtidos antisentido

De acuerdo con la presente invencion se disefié una serie de oligonucledtidos para hibridar con una regién es-
pecifica del ARNm de Bcl-2 humano, es decir la region alrededor del codén de iniciacion de la traduccion. Los
oligonucleétidos de disefio y longitud diferentes se muestran en la tabla 1. Para los compuestos oligoméricos se evalud
su potencial de suprimir la Bcl-2 en 15PC3 y 515A2 a través de la transfeccion en estas lineas celulares. El equilibrio
del transcrito de Bcl-2 se monitorizé mediante PCR en tiempo real y se normaliz6 al nivel en equilibrio del transcrito
de GAPDH. La tabla 3 muestra una serie de compuestos potentes en comparacioén con la SEC ID N° 56 (oblimersen
sddico; un fosforotioato completamente modificado; referencia).
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TABLA 3

Expresion de ARNm de Bcl-2 determinada mediante PCR en tiempo real. Las células 15PC3 0 518A2 se
transfeccionaron con la concentracion indicada del compuesto oligomérico y el ARN se extrajo tras 24 horas de
incubacion. La regulacion por disminucion se presente en relacion con las tratadas de forma simulada

Linea celular: 15PC3 518A2
SEC ID N® Concentracion (Nm)

1 5 25 1 5 25
56 (referencia). 0% 70% 88% 42% 66%
59 (referencia) 29% 70% 90%
1 72% 87% 91%
2 74% 92% 89% 72% 89%
3 34% 45% 84%
4 53% 82% 90% 78% 90%
8 61% 80% ND 44% 60% 82%
12 62% 92% 91% 78% 92%
13 36% NO 60%
15 24% 79% 89% 72% 84%
18 0% 71% 88%
19 0% 0% 37%
21 23% 80% 89% 74% 86%
23 45% 62% 70%
24 39% 85% 92% 70% 82%
57 0% 37% 91% 61% 81%
16 18% 36% 68%
9 26% ND 78%

Ejemplo 10
Induccion de la apoptosis por compuestos oligoméricos antisentido LNA

Las células se sembraron hasta una densidad de 12.000 células por pocillo en placas blancas de 96 pocillos
(136101) en DMEM el dia antes de la transfeccién. Al dia siguiente las células se lavaron una vez en medio Opti-
MEM precalentado, seguido por la adicién de 72 ul de OptiMEM que contiene 5 pg/ml de Lipofectamine2000 (In
vitrogen). Las células se incubaron durante 7 minutos antes de afiadir 18 ul de oligonucleétidos diluidos en OptiMEM.
La concentracion final del oligonucleétido varié de 0,2 nM a 25 nM. Después de 4 horas de tratamiento, las células
se lavaron en OptiMEM vy se afiadieron 50 ul de DMEM que contiene suero. Tras el tratamiento con el compuesto
oligomérico, se dejo recuperar las células durante el periodo indicado en lo que antecede y se retiraron del incubador
de CO, y se equilibraron hasta la temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadié un volumen igual de reactivo
3/7-Glo™ (Promega) altamente sensible a la caspasa directamente a las células en 96 pocillos y las placas se incubaron
durante 60 minutos antes de registrar la luminiscencia (actividad luciferasa) en instrumento Luminoskan Ascent de
Thermo Labsystems tras un periodo de retraso adicional de 1 minuto. La actividad luciferasa se mide como unidades
luminicas relativas por segundo (ULR/s). Los datos se procesaron en el software Ascent 2.6 y las graficas se realizaron
en excel. (Véanse las figuras 3A y 3B).

Andlisis de citometria de flujo con anexina V-FITC: 0,4 x 10° células HeLa se sembraron en matraces T25 un dia
antes de la transfeccion. El dia de la transfeccion, las células se lavaron una vez en OptiMEM a 37°C, seguido por la
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adicién de 2,8 ml de OptiMEM que contiene 5 pug/ml de Lipofectamine2000 (In vitrogen). Las células se incubaron
durante 7 minutos antes de afiadir 700 ul de oligonucleétidos diluidos en OptiMEM hasta una concentracién final de
oligonucleétidos de 5 nM o 25 nM. Las células transfeccionadas sin oligonucleétido sirvieron como control. Después
de 4 horas de tratamiento, las células se lavaron en OptiMEM vy se afiadieron 3 ml de medio de cultivo. Tras el
tratamiento con oligo, se dejé recuperar las células durante 48 horas antes de que se recogieran (mediante raspado), se
lavaron dos veces en PBS. 0,2 x 10° células se incubaron con 5 ul de anexina V-FITC y 10 ul de yoduro de propidio
(IP-10 mg/ml) y se incubaron durante 15 minutos a TA en oscuridad.

Las células transfeccionadas incubadas con anexina V recombinante purificada, que bloquea la unién de la anexina
V antes de afiadir anexina V-FITC se usaron para demostrar especificidad y selectividad en la tincién. Ademads, las
células HeLA (0,5 ug/ml) inducidas con TRAIL (Apo2L) se usaron como control positivo (datos no mostrados).
(Véanse las figuras 3C y 3D)

Ejemplo 11
Inhibicion con oligonucledtidos antisentido de Bcl-2 en células cancerosas en proliferacion

Las células se sembraron hasta una densidad de 12000 células por pocillo en placas blancas de 96 pocillos (136101)
en DMEM el dia antes de la transfeccién. Al dia siguiente las células se lavaron una vez en medio OptiMEM preca-
lentado, seguido por la adicion de 72 ul de OptiMEM que contiene 5 pg/ml de Lipofectamine2000 (In vitrogen). Las
células se incubaron durante 7 minutos antes de afiadir 18 ul de oligonucleétidos diluidos en OptiMEM. La concen-
tracion final del oligonucle6tido varié de 5 nM a 100 nM. Después de 4 horas de tratamiento, las células se lavaron en
OptiMEM vy se afiadieron 100 ul de DMEM que contiene suero. Tras el tratamiento con el compuesto oligomérico, las
células se dejaron recuperar durante el periodo indicado, las células viables se midieron mediante la adicién de 20 ul
del compuesto de tetrazolio [3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna;
MTS] y un reactivo de acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina, PES) (CellTiter 96® AQ,...s One Solution
Cell Proliferation Assay, Promega) por 100 ul de DMEM. Las células viables se midieron a 490 nm en un Powerwa-
ve (Biotek Instruments). Las tasas de crecimiento (AOD/h) se representaron frente a la concentraciéon del compuesto
oligomérico (véanse las Figuras 4 y 5).

Ejemplo 12

Modelo in vivo: Inhibicion del crecimiento tumoral de células tumorales PC-3 humanas xenotransplantadas cultivadas
in vivo mediante tratamiento sistémico con oligonucledtidos antisentido

Los ratones Balb/c desnudos atimicos hembra de 6 semanas de edad se adquirieron en M&B, Dinamarca y se
dejaron aclimatar durante al menos una semana antes de entrar en los experimentos. Las células cancerosas humanas,
normalmente 3x10° células suspendidas en 300 ul de matrigel (BD Bioscience), se inyectaron por via subcutdnea en
el flanco. Para modelos de xenoinjerto doble se implantan dos tumores, uno en cada flanco. Cuando se establecié
crecimiento tumoral, normalmente 5-12 dias después de la inyeccion de células tumorales; se administraron diferentes
oligonucle6tidos antisentido a 0,01 a 20 mg/kg/dia durante hasta 30 dias usando la via de administracion IP (intra-
peritoneal) bien diariamente, dos veces al dia, cada dos o tres dias o semanalmente. Los animales control recibieron
solucién salina sola durante el mismo periodo y mediante la misma via de administracién. Cada grupo experimental
incluyé al menos 5 ratones. Las actividades antitumorales se estimaron mediante la inhibicién del crecimiento tumoral
medida por el volumen del tumor. El crecimiento tumoral se siguié con regularidad midiendo 2 didmetros perpendi-
culares. Los volumenes tumorales se calcularon de acuerdo con la formula en Teicher BA, Tumour Models in Cancer
Research. Humana Press, NJ, USA 2002, pdg. 596: Volumen tumoral (mm?) = LXW? x 0,5), en la que L representa
el didmetro mds largo y W es el didmetro del tumor perpendicular a L. Al final del tratamiento, se sacrific6 a los ani-
males y se midieron los pesos tumorales. El volumen tumoral medio y los pesos de los grupos se compararon usando
la prueba de Mann-Whitney. Todos los andlisis se realizaron en SPSS version 11.0 para Windows. Véanse las figuras
7A, 7B, 7Cy 7D.

Ejemplo 13

Andlisis in vivo: Inhibicion de Bcl-2 en células tumorales PC-3 humanas xenotransplantadas cultivadas in vivo me-
diante tratamiento sistémico con oligonucledtidos antisentido

Los ratones Balb/c desnudos atimicos hembra de 6 semanas de edad se adquirieron en M&B, Dinamarca y se
dejaron aclimatar durante al menos una semana antes de entrar en los experimentos. Las células cancerosas humanas,
normalmente 3x10° células suspendidas en 300 ul de matrigel (BD Bioscience), se inyectaron por via subcuténea en
el flanco. Para modelos de xenoinjerto doble se implantan dos tumores, uno en cada flanco. Cuando se establecid
crecimiento tumoral, normalmente 5-12 dias después de la inyeccién de células tumorales; se administraron diferentes
oligonucleétidos antisentido a 0,01 a 20 mg/kg/dia durante hasta 30 dias usando la via de administracién IV (intra-
venosa) o IP (intraperitoneal) bien diariamente, dos veces al dia, cada dos o tres dias o semanalmente. Los animales
control recibieron solucidn salina sola durante el mismo periodo y mediante la misma via de administracién. Cada
grupo experimental incluyé al menos 5 ratones. Al final del periodo de tratamiento se anestesié a los ratones y se
escindieron los tumores e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido.
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Para medir si los oligonucleétidos antisentido tienen un efecto inhibidor sobre los niveles de proteinas se realizé
un andlisis de transferencia tipo western. Los tumores se homogeneizaron en tampoén de lisis (es decir, Tris-CL 20
Mm [Ph 7,5]; 2% de Triton-x-100; 1/100 vol. Conjunto mezcla de inhibidor de proteasa III (Calbiochem); 1/100 vol.
del Conjunto mezcla de inhibidor de proteasa II (Calbiochem) a 4°C con el uso de un homogeneizador a motor. Se
aplicaron 500 ul de tamp6n de lisis por 100 mg de tejido tumoral. Los lisados tumorales de cada grupo de ratones se
combinaron y centrifugaron a 13.000 g durante 5 min a 4°C para eliminar los residuos tisulares. Las concentraciones
proteicas de los extractos tumorales se determinaron usando el kit BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford).

Los extractos proteicos (50-100 ug) se fraccionaron en un gradiente de gel SDS-PAGE que va de 4-20% y se
transfirieron a membranas de PVDF y se visualizaron mediante tincién con negroamino. La expresiéon de Bcl-2 se
detectd con anticuerpo frente a Bcl-2 anti-humano sc-509 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, US) o
anticuerpo frente a Bcl-2 anti-humano (clon 101, Zymed), seguido por iGg anti-cabra conjugada con peroxidasa de
rdbano (DAKO). La inmunorreactividad se detecté mediante ECl Plus (Amersham biotech) y se cuantificé mediante
un sistema de Versadoc 5000 lite (Bio-Rad).

Ejemplo 14

In vivo: Oligomérico Bcl-2 LNA en comparacion con el analizado clinicamente en la actualidad oblimersen sodico
(SEC ID N° 56) investigado en ratones SDIC xenotransplantados con melanoma humano 518A2

Ratones hembra C.B-17 scid/scid (SCID) libres de patdégenos de 4-6 semanas de edad, en los que se investigd
la fuga, se obtuvieron en Harlan & Winkelmann (Borchen, Alemania). Los animales se estabularon en jaulas con
microaislante en jaulas de flujo laminar y recibieron alimentos sometidos a autoclave y agua a voluntad. En los ratones
SCID se inyecté por via subcutédnea (s.c) en el flanco inferior izquierdo 1,5 x 107 células de melanoma humano 518A2
resuspendidas en 200 ul de PBS. Tras 10 dias, todos los ratones desarrollaron tumores s.c. palpables, se aleatorizaron a
grupos de tratamiento o control y se inici6 el tratamiento. Para la administracidn s.c. continua se anestesié a los ratones
y, via subcutdnea, se implantaron bombas miniosmoticas (Alzet 2002, Alza, Moutain View, CA, EE.UU.) cargadas con
oligonucleétidos en solucién salina o solucién salina como vehiculo control en un saco paraespinal.

Actividad antitumoral. SEC ID N° 56 (referencia) se administré mediante bombas miniosméticas s.c. durante 14
dias a la dosis estdndar de 7 mg/kg/dia como programa de referencia. El compuesto oligomérico LNA de SEC ID N°
15 se administré a 7, 3,5 y 1,75 mg/kg mediante infusién s.c. continua durante 14 dias. Los animales tratados con
solucién salina se usaron como control.

El crecimiento del tumor en el tiempo mediante medicién con compds y el peso tumoral en el momento de la
finalizacién de los experimentos fueron los principales pardmetros a determinar.

Véanse las figuras 8A, 8B, 9, 10A, 10B y 10C que muestran los datos de la SEC ID N° 15 s 1,75 mg/kg. Concen-
traciones crecientes (7 y 3,5 mg/kg) no produjeron una disminucién adicional del peso del tumor o del volumen del
tumor, lo que indica que el compuesto de la SEC ID N° 15 tiene una curva de respuesta a la dosis a concentraciones
menores.

La figura 11 muestra datos sobre la SEC ID N° 8 a 1 y 7 mg/kg y los datos de la SEC ID N° 15 y la SEC ID N
56 a 7 mg/kg. No se observaron pérdidas del peso corporal durante el periodo de tratamiento cuando se administré el
compuesto de SEC ID N° 8 y los controles mostraron un patrdén similar.

Ejemplo 15
Estabilidad de la SEC ID N° 15y la SEC ID N°: 8 en plasma de rata

La estabilidad de la SEC ID N° 15 20 uM en plasma de rata (machos NtacSD, Li-Heparina (Taconic, M&B)) a
37°C a alicuotas a tiempos diferentes: 0, 4, 24 y 48 h. La SEC ID N° 56 corresponde a la SEC ID N° 56 (referencia).
Las SEQ ID N°: 20 y 16 son otros oligonucledtidos que también se analizaron. Los oligonucleétidos correspondientes
an-1,n-2 y n-3 de la SEC ID N° 15 (desde el extremo 3’) se incluyeron con el fin de tener un control que permitiria
la identificacién de posibles fragmentos de digestién de la SEC ID N° 15. También se incluyé una escalera disponible
comercialmente (10 y 20 mer son visibles en el PAGE). (Véase la figura 12A)

La estabilidad de la SEC ID N° 8 20 uM en plasma de rata (machos NtacSD, Li-Heparina (Taconic, M&B)) a 37°C
a alicuotas a tiempos diferentes: 0, 4, 24 y 48 h. La SEC ID N° 56 corresponde a la SEC ID N° 56 (referencia). SEC ID
N° 9 es otro oligonucleétido que también se analizé. Los oligonucledtidos correspondientes a n-1, n-2 y n-3 de la SEC
ID N° 8 (desde el extremo 3’) se incluyeron con el fin de tener un control que permitiria la identificacion de posibles
fragmentos de digestién de la SEC ID N° 8. También se incluy6 una escalera disponible comercialmente (10 y 20 mer
son visibles en el PAGE). (Véase la figura 12B)

Los compuestos oligoméricos, por ejemplo de SEC ID N° 8 y la SEC ID N°: 15 se sintetizaron como oligonu-
cleétidos con ADN en la posicién 3’ unidos por un enlace fosforotioato al LNA adyacente. Este resto de ADN 3’ se
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puede escindir mediante exonucleasas. El producto de degradacién es un compuesto oligomérico acortado en 1 nu-
cledtido (N1) (SEC ID N° 35) que tiene una resistencia sustancialmente incrementada a la degradacion por nucleasas
en comparacién con la molécula parental de longitud completa. Los compuestos N1 (por ejemplo de SEC ID N° 35)
conservan toda la actividad en el caso de, por ejemplo, la SEC ID N° 8 (véase la Figura 2C).

Ejemplo 16
Andlisis de la semivida tisular de la SEC ID N° 15 en higado y rifion

90 ratones NMRI hembra (aprox. 30 g) se dividieron en grupos de 5 y se les administrd 25 mg/kg de SPS 2996 i.v.
(10 ml/kg, 2,5 mg/ml) durante 30 segundos. El grupo control recibié solucién salina al 0,9%. Después, se recogieron
los grupos a los 30 minutos, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas de la inyeccién. Se tomaron muestras de
tejido y se prepararon en ARN mas tarde.

Extraccion de oligonucledtidos del tejido

Aproximadamente 100 mg de tejido se homogeneizaron mecanicamente en 500 ul de tampén de extraccién (0,5%
de Igepal CA-630, Tris 25 mM a pH 8,0, EDTA 25 mM, NaCl 100 mM que contiene 1 mg/ml de ARNasa A) y
se incubaron durante la noche a 37°C. 500 ml se contaminaron con oligonucleétido de referencia y se extrajeron
mediante la adicion de 1 ml de fenol-isoamil-cloroformo (25:1:24 (v/v/v). La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo
y se extrajo de nuevo. En caso necesario se liofiliz6 el extracto.

Andlisis IEX-HPLC de oligonucledtido extraido de muestras tisulares

Un volumen de la muestra de 50 ul se separd sobre una columna DNAPac PA-100 (2x250 mm, Dionex) equipada
con una columna de guardia DNAPac PA-100 (2x50 mm, Dlonex). Las columnas se calentaron hasta 40°C. El caudal
fue de 0,25 ml/min y la longitud de onda para la deteccién 260 nm. Un gradiente de las fases méviles A: TRIS (20
mM), EDTA (1 mM) y perclorato sédico (10 mM) pH 7,6. B: TRIS (20 mM), EDTA (1 mM) y perclorato sédico (1
mM) pH 7.6, (0-13 min., A: 20%, B: 20%; 14-18 min., A: 40%, B: 60%; 22-28 min., A 0%, B: 100%; 33-38 min., A:
80%, B: 20%).

La figura 13 muestra la semivida tisular de la SEC ID N° 15 en higado y rifién de ratones NMRI tras una tinica
dosis administrada i.v. (25 mg/kg),
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto oligomérico constituido por la secuencia C,T,c,c,c,aaa,c,gt;g,c,g,C;C,a (SEC ID N° 15), en la
que las letras en mayuscula designan los nucleétidos LNA, las letras mindsculas designan los nucleétidos de ADN,
el subindice “s” designa que los nucleétidos adyacentes estdn unidos por un grupo fosforotioato y en la que todos los
monémeros LNA-C son metil-C.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los nucleétidos LNA son nucleétidos beta-D-oxi-
LNA.

3. Un conjugado que comprende el compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 y al menos un
resto no nucleotidico/no polinucleotidico unido covalentemente a dicho compuesto.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 1 6
2 0 un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 3 y un transportador farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende otro agente seleccionado del
grupo constituido por compuestos quimioterapéuticos, compuestos antiinflamatorios, compuestos antivirales, com-
puestos citostaticos, compuestos antiangiogénicos, compuestos antiproliferativos, compuestos proapoptéticos, modu-
ladores de la transduccién de la sefial e inhibidores de la quinasa.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el agente adicional comprende al
menos un compuesto quimioterapéutico, tal como fludarabina o taxano.

7. Un compuesto oligomérico de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2 o un conjugado de acuerdo con la reivin-
dicacién 3 para su uso como medicamento.

8. El compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el medicamento es para el tratamiento
de una enfermedad cancerosa.

9. El compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que la enfermedad cancerosa se seleccio-
na del grupo constituido por leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, linfoma no Hodgkin, linfoma
folicular y linfoma difuso de células B grandes.

10. Uso del compuesto oligomérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o un conjugado
de acuerdo con la reivindicacién 3 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
cancerosa.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que la enfermedad cancerosa se selecciona del grupo cons-
tituido por leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, linfoma no Hodgkin, linfoma folicular y linfoma
difuso de células B grandes.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, en el que dicho tratamiento se combina con la administracion de
un agente adicional seleccionado del grupo constituido por compuestos quimioterapéuticos, compuestos antiinflama-
torios, compuestos antivirales, compuestos citostaticos, compuestos antiangiogénicos, compuestos antiproliferativos,
compuestos proapoptdticos, moduladores de la transduccidn de la sefial e inhibidores de la quinasa.

13. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en el que dicho medicamento se usa en
combinacién con al menos un compuesto quimioterapéutico, tal como fludarabina o taxano.

14. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que dicho medicamento se usa junto,
0 secuencialmente, con uno o mds compuestos anticuerpos.

15. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-14, en el que dicho compuesto oligomérico o
agente adicional se usa en combinacién con radioterapia.

16. Un procedimiento in vitro para inducir apoptosis celular, en el que dicho procedimiento comprende poner en
contacto la célula con un compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o un conjugado de acuerdo
con la reivindicacion 3 o una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 4, por lo que se induce la
apoptosis celular.

17. Un procedimiento in vitro para prevenir o reducir la proliferaciéon celular, en el que dicho procedimiento
comprende poner en contacto la célula con un compuesto oligomérico de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o un
conjugado de acuerdo con la reivindicacién 3 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, por
lo que se previene o reduce la proliferacién celular.
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<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(4)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

11
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<221> misc_feature
<222> (12).. (12)
<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 23
ntnncagcge gngnna

<210> 24

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 24
ntcccagega gegnna

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

12
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<400> 25
ntcccagegg gegnna

<210> 26

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 26
tntcccagag tgcgnnat

<210> 27

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 27
tntcccagtg tgegnnat

<210> 28

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 28
tntcccaggg tgcgnnat

<210> 29

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 29
ntcccaacgt gcgnn

<210> 30

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

14
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<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> n es S5-metil citosina

<400> 30
ntcccaacgt gegn

<210> 31

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 31
ntcccaacgt geg

<210> 32

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 32
tcccaacgtg cgnna

<210> 33

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>
<221> misc_feature

15
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<222> (12)..(13)
<223> n es 5-metil citosina

<400> 33
cccaacgtgc gnna

<210> 34

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(12)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 34
ccaacgtgeg nna

<210> 35

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 35
ntcccagegt gegnn

<210> 36

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es S5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 36
ntcccagegt gegn

<210> 37

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 37
ntcccagegt gcg

<210> 38

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 38
tcccagegtg cgnna

<210> 39

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(13)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 39
cccagegtge gnna

<210> 40

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(12)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 40
ccagcgtgeg nna

<210> 41

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 41
ntcccagegt gcgenat

<210> 42
<211> 17
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 42
ntnccagegt gcgnnat

<210> 43

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(4)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 43

ntnncagcgt gegnnat
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<210> 44
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 44
tntcccageg tgegnna

<210> 45
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 45
tntcccageg tgecgnna

<210> 46
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

20
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es S5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 46
tntnccageg tgngnna

<210> 47

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 47
tntcccageg tgegne

<210> 48

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 48
tntcccageg tgngne

<210> 49

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 49
tntnccagcg tgngnc
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<210> 50
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 50
tnccagegtg cgenat

<210> 51

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(3)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 51
tnncagcgtg cgnnat

<210> 52

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética
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<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(4)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 52
tnnnagcgtg cgnnat

<210> 53

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 53
tntcccagcea tgegnnat

<210> 54

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(16)
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<223> n es 5-metil citosina
<400> 54
tntcccaget tgegnnat

<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 55
tntcccagec tgegnnat

<210> 56

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética
<400> 56
tctcccageg tgegecat

<210> 57

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina
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<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 57
tntcccagcea tgtgnnat

<210> 58

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 58
ancgcgtgcg acente

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (4)..(6)

<223> n es 5-metil citosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
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<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 59
tntnnnagng tgngnnat

<210> 60

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(17)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 60
ntcccaacmg tgecmgnna

<210> 61

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

ES 2 344 566 T3
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<221> misc_feature
<222> (3)..(5)
<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> n es 5-metil citosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223> n es 5-metil citosina

<400> 61
ntnnnaangt gngnna

<210> 62

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<400> 62

catgtgtgtg gagagegtca a

<210> 63

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia oligonucleotidica sintética

<400> 63
geeggttcag gtactcagtc a

<210> 64

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia oligonucleotidica sintética
<400> 64

cctggtggac aacatcgecc tgt

ES 2 344 566 T3
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