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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para inhibir la expresion del gen ALAS1

Campo de la invencién

La invencion se refiere en general a la inhibicion especifica de la expresion del gen ALAST.
Antecedentes

Las porfirias hereditarias constituyen una familia de trastornos provocados por la actividad deficiente de enzimas
especificas en la via biosintética del grupo hemo, que también se denomina en la presente via de las porfirinas. La
deficiencia de las enzimas de la via de las porfirinas conlleva una produccion insuficiente del grupo hemo y una
acumulacion de porfirinas y precursores de estas, que son toxicos para los tejidos en concentraciones elevadas.

Entre las porfirias heredadas, la porfiria intermitente aguda (AIP, por sus siglas en inglés, p. ej., AIP dominante
autosdmica), la porfiria variegata (VP, por sus siglas en inglés, p. ej., VP dominante autosémica), coproporfiria
hereditaria (coproporfiria o HCP, por sus siglas en inglés, p. ej., HCP dominante autosémica) y la porfiria por
deficiencia de &cido 5’-aminolevulinico (también conocido como acido 8-aminolevulinico o ALA) deshidratasa (ADP,
por sus siglas en inglés, p. ej., ADP recesiva autosémica) se clasifican como porfirias hepaticas agudas y se
manifiestan mediante ataques neurolégicos agudos que pueden resultar mortales. Los ataques agudos se
caracterizan por sintomas del sistema nervioso central, autonémico y periférico, que incluyen dolor abdominal
intenso, hipertension, taquicardias, estrefimiento, debilidad motriz, pardlisis y convulsiones. Si no se tratan
debidamente, pueden provocar tetraplegia, deficiencia respiratoria y defuncion. Varios factores, que incluyen los
farmacos que inducen el citocromo P450, la dieta y los cambios hormonales, pueden precipitar los ataques agudos
mediante el incremento de la actividad del &cido 5’-aminolevulinico-sintasa 1 hepatica (ALAS1), que es la primera
enzima, y a la vez la enzima limitante de la velocidad, de la via biosintética del grupo hemo. En las porfirias agudas,
p. €j., AIP, VP, HCP y ADP, las deficiencias enzimaticas respectivas provocan la produccion y la acumulacién
hepatica de una o mas sustancias (p. €j., porfirinas y/o precursores de porfirinas, p. €j., ALA y/o PBG) que pueden
ser neurotoxicas y que pueden provocar la aparicion de ataques agudos. Remitase, p. €j., a Balwani, M y Desnick,
R.J., Blood, 120:4496-4504, 2012.

La terapia actual para los ataques neurolégicos agudos consiste en la administracién intravenosa de hemina
(Panhematin®, Lundbeck o Normosang®, Orphan Europe), que proporciona el grupo hemo exdgeno para la
inhibicion por retroalimentacion negativa de ALAS1 vy, por consiguiente, reduce la produccion de ALA y PBG. La
hemina se utiliza para el tratamiento durante un ataque agudo y para la prevencién de ataques, particularmente en
mujeres con porfirias agudas que experimentan ataques frecuentes con los cambios hormonales durante sus ciclos
menstruales. Aunque generalmente los pacientes responden bien, su efecto es lento, normalmente lleva de dos a
cuatro dias 0 mas normalizar las concentraciones de ALA y PBG en orina hasta niveles normales. Debido a que la
hemina intravenosa se metaboliza rapidamente, normalmente son necesarias de tres a cuatro infusiones para tratar
o prevenir eficazmente un ataque agudo. Ademas, las infusiones repetidas pueden provocar una sobrecarga de
hierro y flebitis, las cuales pueden dificultar el acceso venoso periférico. Aunque el trasplante de higado ortotréfico
es curativo, este procedimiento presenta una morbidez y una mortalidad significativas y la disponibilidad de donantes
de higado es limitada. Por consiguiente, se necesita una estrategia terapéutica alternativa que sea mas eficaz, que
actle rapido y que sea segura. Seria particularmente favorable si un tratamiento de este tipo se pudiera suministrar
mediante una administracion subcutanea, ya que esto eliminaria la necesidad de infusiones y de una hospitalizacion
prolongada.

La AIP, también denominada deficiencia de porfobilinégeno-desaminasa (PBGD) o deficiencia de hidroximetilbilano-
sintasa (HMBS), es la porfiria hepéatica aguda mas comun. Se estima que la prevalencia de AIP es de 5-10 en 100
000, donde aproximadamente un 5-10% de los pacientes son sintomaticos. AIP es un trastorno dominante
autosdmico provocado por mutaciones en el gen HMBS que dan como resultado una actividad reducida, p. €j.,
seminormal de la enzima. Previamente, se ha generado por recombinacion homéloga un modelo en ratones de AIP
que presenta ~30% de actividad HMBS de origen natural. Del mismo modo que los pacientes humanos, estos
ratones incrementan la actividad ALAS1 hepatica y acumulan grandes cantidades de ALA y PBG urinarias y en
plasma cuando se les administran farmacos porfirinogénicos tales como el fenobarbital. Por lo tanto, sirven como un
modelo excelente para evaluar la eficacia de agentes terapéuticos novedosos para las porfirias hepaticas agudas.

Compendio

La presente invencidn esta definida por las reivindicaciones. En consecuencia, la presente invencion se refiere a un
acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde dicho ARNbc comprende una
hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una region de complementariedad
respecto a un transcrito de ARN de ALAS1 (p. ej.,, SEQ ID NO:1), cuya hebra antisentido comprende
usAfsAfGfaUfgAfgAfcAfcUfcUfuUfcUfgsgsu (SEQ ID NO: 4161), donde c, a, g, u = 2'-OMe ribonucleésidos; Af, Cf,
Gf, Uf = 2'F ribonucledsidos; s = fosforotioato, o una secuencia que difiere en no méas de 1, 2 o 3 nucledtidos de esta.
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En la presente se describen métodos y composiciones de ARNi para modular la expresién de un gen ALAS1. La
expresion de un gen ALAS1 se puede reducir o inhibir utilizando un ARNi especifico para ALAS1. Tal inhibicién
puede ser Util en el tratamiento de trastornos relacionados con la expresion de ALAS1 tales como las porfirias.

Por consiguiente, en la presente se describen composiciones y métodos que producen la escision mediada por el
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés) de transcritos de ARN del gen ALAS1,
por ejemplo, en una célula o en un sujeto (p. €j., en un mamifero tal como un sujeto humano). También se describen
composiciones y métodos para tratar un trastorno relacionado con la expresién de un gen ALAS1, tal como una
porfiria, p. ej., anemia sideroblastica relacionada con X (XLSA, por sus siglas en inglés), porfiria debida a la
deficiencia de ALA-deshidratasa (porfiria de Doss o ADP, por sus siglas en inglés), porfiria intermitente aguda (AIP,
por sus siglas en inglés), porfiria eritropoyética congénita (CEP, por sus siglas en inglés), porfiria cutanea tardia
(PCT), coproporfiria hereditaria (coproporfiria o HCP), porfiria variegata (VP), protoporfiria eritropoyética (EPP, por
sus siglas en inglés) o eritroporfiria transitoria de la infancia. El trastorno puede ser una porfiria hepatica aguda, p.
ej., una porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP), AIP, HCP o VP. El trastorno puede ser una
porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) o AIP.

La porfiria puede ser una porfiria hepatica, p. €j., una porfiria seleccionada entre porfiria intermitente aguda (AIP),
coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata (VP), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) y
porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria hepatica dominante homozigética (p. ej., AIP, HCP o
VP dominante homozigoética) o una porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria dual.

Las expresiones "ARNi", "iARN", "agente de ARNi", "agente de iARN" o “molécula de iARN”, tal como se utilizan en
la presente, se refieren a un agente que contiene ARN, tal como se define este término en la presente, y el cual
media la escision dirigida de un transcrito de ARN, p. gj., mediante una via del complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC). Un ARNi, tal como se describe en la presente, puede ejercer la inhibicién de la expresion de ALAS1
en una célula o mamifero.

Los ARNi incluidos en las composiciones que se exponen en la presente engloban un ARNbc que tiene una hebra
de ARN (la hebra antisentido) que tiene una region, p. €j., una regiéon con una longitud de 30 nucleétidos o inferior,
generalmente de 19-24 nucledtidos, que es sustancialmente complementaria respecto a al menos parte de un
transcrito de ARNm de un gen ALAS1 (p. €j., un gen ALAS1 humano o de raton) (también denominado en la
presente "ARNi especifico para ALAS1"). Como alternativa o de forma combinada, los ARNi engloban un ARNbc que
tiene una hebra de ARN (la hebra antisentido) que tiene una regién con una longitud de 30 nucleétidos o inferior,
generalmente de 19-24 nucleétidos, que es sustancialmente complementaria respecto a al menos parte de un
transcrito de ARNm de un gen ALAS1 (p. €j., una variante humana 1 o 2 de un gen ALAS1) (también denominado en
la presente "ARNi especifico para ALAS1").

El ARNi (p. ej., ARNbc) descrito en la presente puede comprender una hebra antisentido que tiene una regiéon que
es sustancialmente complementaria respecto a una regiéon de un ALAS1 humano. El gen ALAS1 humano puede
presentar la secuencia de NM_000688.4 (SEQ ID NO:1) o NM_000688.5 (SEQ ID NO:382). EI ALAS1 humano
puede tener la secuencia de NM_199166.1.

La secuencia antisentido del ARNi (p. ej., ARNbc) puede tener la diana dentro de la region de 871 a 895 (mas o
menos 5, 4, 3, 2 o 1 nucledtidos en cualquier o ambas direcciones en el extremo 5’ y/o 3’) en el transcrito de ALAS1
NM_000688.4. La secuencia antisentido puede tener como diana los nucleé6tidos 871 a 893, 871 a 892 u 873 a 895
en el transcrito de ALAS1 NM_000688.4. La secuencia antisentido puede comprender o estar constituida por una
secuencia que es totalmente complementaria o sustancialmente complementaria a los nucleétidos 871 a 893, 871 a
892 u 873 a 895 en el transcrito de ALAS1 NM_000688.4.

En un aspecto, se proporciona un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde
dicho ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una regién
de complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, cuya hebra antisentido comprende al menos 15
(p. €j., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o 23) nucleédtidos contiguos que difieren en no mas de 3, 2 o 1 nucleotidos
de la secuencia UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) o UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU
(SEQ ID NO: 4154). La hebra antisentido puede comprender la secuencia de UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU
(SEQ ID NO: 4153) 0 UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154). La hebra sentido puede comprender
la secuencia de CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA (SEQ ID NO: 4155). Uno o mas nucledtidos de la hebra
antisentido y/o hebra sentido estan modificados como se describe en la presente. El ARNbc puede comprender (i)
una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-60489, AD-60519, o
AD-61193 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60489, AD-
60519, o AD-61193 (incluidas una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones de la hebra antisentido y/o hebra
antisentido de AD-60489, AD-60519 o AD-61193).

En un aspecto, se proporciona un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde
dicho ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una region
de complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, cuya hebra antisentido comprende al menos 15
(p. €j., almenos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o0 23) nucledtidos contiguos que difieren en no mas de 3 (p. €j., en no mas
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de 0, 1 0 2) nucledtidos de una secuencia antisentido enumerada en cualquiera de las Tablas 21 a 40, o una version
no modificada de una secuencia antisentido (p. €j., una version que tiene la misma secuencia de nucleétidos excepto
en que algunos o todos los nucleétidos no estan modificados) enumerada en cualquiera de las Tablas 21 a 40. La
secuencia antisentido puede comprender al menos 15 (p. €j., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o 23) nucleétidos
contiguos que difieren en no mas de 3 (p. ej., no mas de 0, 1 0 2) nucleétidos de (i) la secuencia antisentido de AD-
60489, AD-60519 o AD-61193 o (ii) una version no modificada de cualquiera de estas secuencias. La hebra
antisentido puede comprender al menos 15 (p. €j., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o0 23) nucledtidos contiguos
que difieren en no mas de 3 (p. €., en no mas de 0, 1 o 2) nucledtidos de la secuencia de
UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) o UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO:
4154). La secuencia antisentido puede tener como diana las posiciones 871-893 de NM_000688.4 (SEQ ID NO:1).
La hebra sentido puede comprender la secuencia de CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA (SEQ ID NO: 4155). Uno o
mas nucleétidos de la hebra antisentido y/o hebra sentido estan modificados como se describe en la presente.

El ARNbc puede no ser una secuencia sentido y/o antisentido enumerada en cualquiera de las Tablas 2, 3, 6, 7, 8, 9,
14,15, 18 0 20.

También se proporciona en la presente un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de
ALAS1, donde dicho ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra
antisentido una region de complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, cuya hebra antisentido
comprende al menos 15 (p. €j., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o0 23) nucleétidos contiguos que difieren en no
mas de 3 nucledtidos, no mas de 2 nucledtidos o no mas de un nucleétido, de la secuencia antisentido de AD-60519.
Uno o més nucledtidos pueden estar modificados como se describe en la presente.

Se proporciona un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde dicho ARNbc
comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una regiéon de
complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, cuya hebra antisentido comprende al menos 15 (p.
ej., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o0 23) nucledtidos contiguos que difieren en no mas de 3 (p. €j., en no mas de
0, 1 0 2) nucleétidos de la secuencia antisentido de AD-60489, o un derivado de AD-60489 como se describe en la
presente. Uno 0 mas nucleotidos pueden estar modificados como se describe en la presente, p. €j., uno 0 més (o la
totalidad) de los nucleétidos de AD-60489 estan modificados como se describe en la presente. El derivado de AD-
60489 puede ser AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-
61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519 o AD-60901. El derivado de AD-60489
puede ser AD-60519. El derivado de AD-60489 puede ser AD-61193.

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde dicho
ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una regién de
complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, cuya hebra antisentido comprende al menos 15 (p.
ej., al menos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o0 23) nucleédtidos contiguos que difieren en no mas de 3 (p. €j., no mas de 0,
1 0 2) nucledtidos de un derivado de AD-58632 descrito en la presente. Uno o mas nucleétidos pueden estar
modificados como se describe en la presente, p. ej., uno 0 mas (o la totalidad) de los nuclettidos de AD-58632 estan
modificados como se describe en la presente. El derivado de AD-58632 puede ser AD-60405, AD-60887, AD-60923,
AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, y AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819,
AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892, o
AD-60419. El derivado de AD-58632 puede ser AD-60819.

El ARNbc puede tener una Clso inferior a 1 nM. EI ARNbc puede tener una Clso en el intervalo de 0.01-1 nM. El
ARNDbc puede tener una Clso inferior a 0.05 nM. EI ARNbc puede tener una Clso inferior a 0.02 nM. El ARNbc puede
tener una Clso inferior a 0.01 nM. La Clso se puede determinar como se describe en la presente en los Ejemplos.

El ARNbc puede tener una DEso de dosis Unica inferior a aproximadamente 10 mg/kg. EIl ARNbc puede tener una
DEso de dosis Unica inferior a aproximadamente 5 mg/kg. La CEso se puede determinar como se describe en la
presente en los Ejemplos.

El ARNbc puede mostrar una actividad mejorada en comparaciéon con AD-58632. EI ARNbc puede mostrar una
actividad mejorada en comparacion con AD-60489. EI ARNbc puede mostrar una actividad mejorada en
comparaciéon con AD-58632 y AD-60489.

El ARNbc puede ser AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-
61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-
60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-
60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-
60892 o AD-60419 (p. ej., incluida la secuencia de nucledtidos y/o uno o mas (p. ej. la totalidad) de las
modificaciones de los ARNbc mencionados anteriormente). EIl ARNbc puede comprender una hebra antisentido que
comprende, o esta constituida por, una secuencia antisentido (y/o una o mas (p. ej., la totalidad) de las
modificaciones)) seleccionada de AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879,
AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405,
AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820,
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AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145,
AD-61146, AD-60892 o AD-60419. EI ARNbc puede comprender una hebra sentido que comprende, o esta
constituida por, una secuencia sentido (y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones))
seleccionada de AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-
61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-
60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-
60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-
60892 o0 AD-60419.

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o estd constituida por, la secuencia de
UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) o UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154)
y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia de CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA
(SEQ ID NO: 4155). Uno o mas nucleétidos de la hebra antisentido y/o la hebra sentido pueden estar modificados
como se describe en la presente.

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-
60489 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60489 (donde la
secuencia sentido y/o antisentido incluye una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de la hebra
sentido y/o hebra antisentido de AD-60489).

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-
60519 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60519 (donde la
secuencia sentido y/o antisentido incluye una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de la hebra
sentido y/o hebra antisentido de AD-60519).

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-
61193 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-61193 (donde la
secuencia sentido y/o antisentido incluye una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de la hebra
sentido y/o hebra antisentido de AD-61193).

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-
60819 y/o (ii) una secuencia sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60819
(donde la secuencia sentido y/o antisentido incluye una o méas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de la
hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-60819).

Se puede proporcionar un ARNbc para inhibir la expresién de ALAS1, donde el ARNbc comprende (i) una hebra
antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o
AD-60819 (0 una secuencia antisentido no modificada correspondiente) y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o
estd constituida por, la secuencia sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819 (o una secuencia
antisentido no modificada correspondiente). EI ARNbc puede comprender (i) una hebra antisentido que esta
constituida por la secuencia antisentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819 y/o (ii) una hebra sentido
que esta constituida por la secuencia sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819, excepto en que la
hebra antisentido y/o hebra sentido del ARNbc difiere en 1, 2 o 3 nucledtidos de la correspondiente secuencia
antisentido y/o sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819.

Las secuencias y modificaciones de AD-60489, AD-60519, AD-61193 y AD-60819 se muestran en la Tabla 44 a
continuacion.
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donde c, a, g, u = 2-OMe riblonucleésidos; Af, Cf, G, Uf = 2°F ribonucleésidos; S = fosforotioato; L96 tiene la
estructura representada en la Tabla 1.

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc comprende (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-
60489, AD-60519 o AD-61193 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido
de AD-60489, AD-60519 o AD-61193 (incluida la secuencia de nucleotidos y una o mas (por ejemplo, la totalidad) de
las modificaciones de la hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-60489, AD-60519 o AD-61193).

Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresion de ALAS1, donde el
ARNbc es AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819. Se puede proporcionar un acido ribonucleico bicatenario
(ARNbc) para inhibir la expresién de ALAS1, donde el ARNbc es AD-60489, AD-60519 o AD-61193 (por ejemplo,
incluida la secuencia de nucleétidos y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de AD-60489,
AD-60519 o AD-61193).

El ARNDbc es, puede comprender, o puede estar constituido por, AD-60489 (por ejemplo, incluida la secuencia de
nucleétidos y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de AD-60489).

El ARNDbc es, puede comprender, o puede estar constituido por, AD-60519 (por ejemplo, incluida la secuencia de
nucleétidos y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de AD-60519).

El ARNbc es, puede comprender, o puede estar constituido por, AD-61193 (por ejemplo, incluida la secuencia de
nucleétidos y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de AD-61193).

El ARNbc es, puede comprender, o puede estar constituido por, AD-60819 (por ejemplo, incluida la secuencia de
nucleétidos y/o una o mas (por ejemplo, la totalidad) de las modificaciones de AD-60819).

El ARNbc (por ejemplo, AD-60489, AD-60519, AD-61193, AD-60819, u otro ARNbc descrito en la presente en
cualquiera de las Tablas 21 a 40) puede ser eficaz para suprimir el nivel hepatico del ARNm de ALAST, p. €j., para
lograr el silenciamiento de al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% (p. €j., de modo que los
niveles del ARNm de ALAS1 se reducen hasta un 90% o menos, 80% o menos, 70% o menos, 60% o menos, 50% o
menos, 40% o menos, 30% 0 menos 0 20% 0 menos de un nivel de control de ARNm de ALAS1 hepatico, p. €j., el
nivel de un individuo o grupo de individuos no tratados, p. €j., un individuo o grupo de individuos tratados solo con
PBS). La eficacia del ARNbc en la supresién del nivel hepatico del ARNm de ALAS1 se puede evaluar utilizando un
modelo en primates ho humanos, p. ej., como se describe en la presente en los Ejemplos.

El ARNDbc (p. ej., AD-60489, AD-60519, AD-61193, AD-60819 u otro ARNbc descrito en la presente en cualquiera de
las Tablas 21 a 40) puede ser eficaz para suprimir el nivel circulante del ARNm de ALAS1, p. ej., para lograr silenciar
al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% (p. €j., de modo que los niveles de ARNm de ALAS1 se
reduzcan hasta un 90% o menos, 80% o menos, 70% o0 menos, 60% o0 menos, 50% o0 menos, 40% o menos, 30% o
menos 0 20% o menos de un nivel de control de ARNm de ALAS1 circulante, p. €j., el nivel anterior al tratamiento
con el ARNbc, o el nivel en un individuo o grupo de individuos no tratados). La eficacia del ARNbc en la supresién
del nivel circulante de ARNm de ALAS1 se puede evaluar utilizando un modelo en primates no humanos, p. €j.,
como se describe en la presente en los Ejemplos. El nivel circulante de ARNm de ALAS1 se puede evaluar
utilizando un ensayo de deteccion de ARN extracelular circulante (cERD, por sus siglas en inglés), p. ej., como se
describe en la presente o en Sehgal, A. et al. Quantitation of tissue-specific target gene modulation using circulating
RNA (Péster presentado el 9 de febrero de 2012 en el simposio Keystone Gene Silencing by small RNAs
(Vancouver, 7-12 de febrero de 2012) o Sehgal, A. et al. Tissue-specific gene silencing monitored in circulating RNA,
RNA, 20: 1-7, con publicacion electronica el 19 de diciembre de 2013.

El método de cERD se puede aplicar a cualquier muestra biolégica apropiada. El nivel circulante de ARNm de
ALAS1 se puede evaluar utilizando una muestra de sangre, p. €j., una muestra de suero. El nivel circulante de
ARNmM de ALAS1 se puede evaluar utilizando una muestra de orina.

El ARNbc puede ser un derivado de AD-60489 que se describe en la presente, p. €j., en cualquiera de las tablas de
la presente. EI ARNbc puede mostrar una actividad mejorada en comparaciéon con AD-60489. En algunos de tales
aspectos, el ARNbc es AD-60519.

El ARNbc puede ser un derivado de AD-58632 que se describe en la presente, p. €j., en cualquiera de las tablas de
la presente. EI ARNbc puede mostrar una actividad mejorada en comparacion con AD-58632.

La actividad mejorada puede estar indicada por una Clso menor, p. €]., como se determina en funcién de ensayos in
vitro, p. €j., como se describe en la presente, p. €j., en los Ejemplos.

La actividad mejorada puede estar indicada por una dosis eficaz menor. La dosis eficaz se puede determinar en
funcién de la administracién de una Unica dosis o de multiples dosis repetidas. La dosis eficaz se puede determinar
en funcion de la DEso de dosis Unica. La dosis eficaz o la DEso de dosis Unica se pueden determinar en funcién de un
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ensayo in vivo. El ensayo in vivo se puede llevar a cabo en un animal no humano, p. €j., en una rata, en un primate
no humano o en un ratén.

La dosis eficaz se puede determinar en funciéon de la dosis requerida para obtener una reduccién de un nivel del
ARNm de ALAS1 (p. €j., un nivel hepatico del ARNm de ALAS1 y/o un nivel circulante de ARNm de ALAS1), p. €j.,
como se describe en la presente en los Ejemplos. EIl ARNm circulante se puede evaluar utilizando el ensayo de
cERD.

La dosis eficaz se puede determinar en funcion de la dosis requerida para obtener una reduccién de un nivel (p. €j.,
un nivel en orina y/o plasma) de ALA y/o PBG.

La dosis eficaz se puede determinar en funcién de la dosis requerida para obtener un efecto de tratamiento particular
descrito en la presente, p. €j., prevencion o reduccion de sintomas asociados con una porfiria.

La actividad mejorada puede estar indicada por el logro de un nivel hepatico mas elevado del ARNbc. Un nivel
hepatico mas elevado se puede obtener después de una Unica dosis de ARNbc (p. €j., una dosis de 1, 2.5, 3,50 10
mg/kg). Un nivel hepatico mas elevado se puede obtener después de que se hayan administrado multiples dosis de
ARNbDc (p. ej., 2-10 dosis diarias o semanales de 1, 2.5, 3, 5 0 10 mg/kg).

El ARNi puede englobar un ARNbc que tiene una hebra de ARN (la hebra antisentido) que tiene una region que es
sustancialmente complementaria respecto a una porcion de un ARNm de ALAS1, p. ej., un ARNm de ALAS1
humano (p. ej., un ARNm de ALAS1 humano como el que se proporciona en la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:382).

Un ARNi para inhibir la expresion de un gen ALAS1 puede incluir al menos dos secuencias que son
complementarias entre si. El ARNi incluye una hebra sentido que tiene una primera secuencia y una hebra
antisentido que tiene una segunda secuencia. La hebra antisentido incluye una secuencia de nucleétidos que es
sustancialmente complementaria respecto a al menos parte de un ARNm que codifica un transcrito de ALAS1, y la
region de complementariedad tiene una longitud de 30 nucleétidos o inferior, y de al menos 15 nucleétidos.
Generalmente, el ARNi tiene una longitud de 19-24 nucleétidos.

El ARNi puede tener una longitud de 19-21 nucle6tidos. El ARNi puede tener una longitud de 19-21 nucleétidos y se
puede encontrar en una formulacion lipidica, p. €j., una formulacién de nanoparticulas lipidicas (LNP, por sus siglas
en inglés) (p. €j., una formulacion LNP11).

El ARNi puede tener una longitud de 21-23 nucle6tidos. El ARNi puede tener una longitud de 21-23 nucleétidos y se
puede encontrarencuentra en forma de conjugado, p. €j., conjugado con uno o mas derivados de tipo GalNAc segun
se describe en la presente.

Un ARNi (p. ej., un ARNbc) que se expone en la presente incluye una primera secuencia de un ARNbc que se
selecciona a partir del grupo constituido por las secuencias sentido de las Tablas 21 a 40 y una segunda secuencia
que se selecciona a partir del grupo constituido por las secuencias antisentido correspondientes de las Tablas 21 a
40.

Las moléculas de ARNi que se exponen en la presente pueden incluir nucleétidos de origen natural o pueden incluir
al menos un nucleétido modificado. El al menos un nucledtido modificado puede incluir una o mas de una
modificacién en el nucleétido elegido del grupo constituido por un acido nucleico bloqueado (LNA, por sus siglas en
inglés), un nucleétido aciclico, un hexitol o un acido nucleico con hexosa (HNA, por sus siglas en inglés), un acido
nucleico con ciclohexeno (CeNA, por sus siglas en inglés), 2’-metoxietilo, 2’-O-alquilo, 2’-O-alilo, 2’-C-alilo, 2’-fluoro,
2’-desoxi, 2’-hidroxilo o cualquier combinaciéon de estos. El al menos un nucleétido modificado puede incluir, sin
caracter limitante, un nucleétido con una modificaciéon de tipo 2’-O-metilo, nucleétido con modificacion de tipo 2’-
fluoro, un nucleétido que tiene un grupo 5’-fosforotioato y un nucleétido terminal ligado a un ligando, p. €j., una N-
acetilgalactosamina (GalNAc) o un derivado de colesterilo. Como alternativa, el nucleétido modificado se puede
seleccionar a partir del grupo constituido por: un nucleétido con una modificaciéon de tipo 2'-desoxi-2'-fluoro, un
nucleétido con una modificacién de tipo 2'-desoxi, un nucleétido bloqueado, un nucleétido aciclico, un nucleétido que
no sea basico, un nucleétido con una modificacién de tipo 2’-amino, un nucleétido con una modificacion de tipo 2'-
alquilo, un nucleodtido de tipo morfolino, un fosforamidato y un nucleétido que comprende una base que no sea
natural. Una secuencia modificada de este tipo se puede basar, p. €j., en una primera secuencia de dicho ARNi
seleccionada a partir del grupo constituido por las secuencias sentido divulgadas en las Tablas 21 a 40 y una
segunda secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por las secuencias antisentido correspondientes
divulgadas en las Tablas 21 a 40.

Un ARNi segun se describe en la presente puede tener como diana una variante de un transcrito de ARN de ALAS1
de origen natural y el ARNi puede tener ademas como diana un transcrito mutado (p. ej., un ARN de ALAS1 portador
de una variante alélica). Por ejemplo, un ARNi mencionado en la presente puede tener como diana una variante
polimorfica tal como un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) de ALAS1. EI ARNi
puede tener como diana tanto un transcrito de ALAS1 mutado como uno de origen natural. EI ARNi puede ademas
tener como diana una variante de un transcrito particular de ALAS1 (p. ej., la variante 1 de ALAS1 humano). El
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agente de ARNi puede ademas tener como diana multiples variantes del transcrito (p. €j., tanto la variante 1 como la
variante 2 de ALAS1 humano).

Un ARNi mencionado en la presente puede tener como diana una region no codificante de un transcrito de ARN de
ALAST1 tal como la regién no traducida 5’ o 3’ de un transcrito.

5 Un ARNi segun se describe en la presente se puede encuentrar en forma de conjugado, p. €j., un conjugado con un
carbohidrato, el cual puede actuar como un resto y/o ligando de direccionamiento, segin se describe en la presente.
El conjugado puede estar unido al extremo 3’ de la hebra sentido del ARNbc. El conjugado puede estar unido
mediante un conector, p. €j., mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

El conjugado puede comprender uno o mas derivados de tipo N-acetilgalactosamina (GalNAc). Tal conjugado

10 también se denomina en la presente conjugado de tipo GalNAc. El conjugado puede dirigir el agente de iARN hacia
una célula particular, p. €j., una célula hepatica, p. €j., un hepatocito. Los derivados de tipo GalNAc se pueden unir
mediante un conector, p. ej., un conector ramificado bivalente o trivalente. El conjugado puede ser

o) o)
0
HO O\/\/\H/N/\/\N o)
AcHN o H H

El agente de iARN puede estar unido al conjugado de tipo carbohidrato mediante un conector, p. €j., un conector
15 como el que se muestra en la siguiente representacion esquematica, donde Xes O 0 S

HO OH o
&&o A~ Jj

HO N NSO
AcHN V\/\c";H H

X puede ser O. X puede ser S.

El agente de iARN se puede conjugar a L96 segun se define en la Tabla 1 y se muestra a continuacion

e OH OH trans-4-Hidroxiprolinol
e}
HO
HO&_‘,/ -~ l/o‘v’\v"m’ k]\/’\\/ k] 0 OH & __Sitio de,
AHN o [ /j\/ conjugacion
oH ©H j \N
GalNAc de tres antena;s< o) Q H
HO T\X\/O\/“\/A H\/\/H ot ©
AcHN E i 1%
e} O
OH OH J " /
N
© /\L Conector de tipo acido dicarboxilico C12
HO O\/\/\\I/ N"~"N" &
™~ AcHN o H
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El ARNbc puede tener uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince,
dieciséis o la totalidad de los siguientes:
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15
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25

30

(i) se sintetiza por medios quimicos, p. €j., se sintetiza mediante sintesis de oligonucleétidos en fase sélida;

(i) todos los nucleétidos en el ARNbc estan modificados, por ejemplo, todos los nucleétidos tienen una
modificacién de tipo 2’-OMe o 2'-F, o una combinacién de modificaciones de tipo 2’-OMe y 2’-F;

(iii) todos los nucleétidos estan conectados mediante uniones 3’-5’-fosfodiéster;
(iv) la hebra sentido comprende o esta constituida por 21 nucleétidos;

(v) la hebra antisentido sentido comprende o esta constituida por 23 nucleétidos;
(vi) tiene un extremo romo en el extremo 3’ de la hebra sentido;

(vii) tiene una protuberancia en 3’, p. €j., tiene una protuberancia de 2 nucleétidos, en el extremo 3’ de la
hebra antisentido;

(viii) esta unido covalentemente a un ligando que contiene tres restos de N-acetilgalactosamina (GalNAc);

(ix) el extremo 3’ de la hebra sentido esta conjugado con el resto de GalNAc de tres antenas (p. €j.,
denominado en la presente L96 como se define en la Tabla 1). El extremo 3’ puede estar unido al resto de
GalNAc de tres antenas a través de una unién fosfodiéster;

(x) tiene una hebra antisentido que comprende una o mas (p. ej., cuatro) uniones fosforotioato. Las uniones
fosforotioato pueden estar ubicadas en el extremo 3’ y en el extremo 5 de la hebra antisentido. Dos
uniones fosforotioato pueden estar ubicadas en el extremo 3’ y dos uniones fosforotioato estan ubicadas en
el extremo 5’ de la hebra antisentido;

(xi) tiene una hebra sentido que comprende una o mas (p. €j., dos) uniones fosforotioato.
La una o mas (p. ej., dos) uniones fosforotioato pueden estar ubicadas en el extremo 5’ de la hebra sentido;

(xii) 21 nucleétidos de la hebra sentido se hibridan con los 21 nucleétidos complementarios de la hebra
antisentido;

(xiii) forma 21 pares de bases de nucledtidos y una protuberancia de dos bases en el extremo 3’ de la hebra
antisentido;

(xiv) comprende, o esta constituido por, una hebra sentido y antisentido que tiene la secuencia de AD-
60519;

(xv) tiene una hebra sentido con 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20 o la totalidad de las modificaciones de la hebra
sentido de AD-60519;

(xvi) tiene una hebra antisentido con 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20 o la totalidad de las modificaciones de la
hebra antisentido de AD-60519; o

(xvii) tiene la secuencia duplex y todas las modificaciones de AD-60519.

El ARNbc puede estar en forma de un conjugado que tiene la siguiente estructura (también denominada en la
presente AD-60519 o ALN-60519) (SEQ ID NOS 5238-5239, respectivamente, en orden de aparicion):

10



10

15

20

25

ES 2804510 T3

21 Nat
A AAARRAARRANRARSERAN]
hebra s HoLe e L e e e e e P P el e e e e e P P R P P—L96 3
sentido o el) Cferernfurnruerorn e e rnre rernre e
010 0100|000 {0{0{0|0O|0|0|010|0[0}0]0:0
Cm Am Gm Am Am Am Gf AmGf Um Gf Um Cf Um Cf Am Um Cm U Um Am
Um GmGm Uf CmUf UmUf Cm Uf Cm Af Cm Af GmAf GmUf AmGf Af Af Um
BB BEEHEBHEBHBEEEEEEEE
A CCCCCCCOULECCUCLLLLGLLLS
$ S 00 0CQ0C0C0C0C0OC0C0CO0C0CO0C0CO0CO0O0CO0OS S .
22 Na*
ALN-60519
Af, Cf, Gf, Uf = 2’-F ribonucleésidos
Am, Cm, Gm, Um = 2’-OMe ribonucleésidos
S = fosforotioato
OHOH
0 H H
HO OMNWN 0
AcHN 0 < Ho
OHOH H H 0. o Z_XVO—
HO O‘/\/\rrN\/\/NYVO NJ\/\/\/\/\/\WN
AcHN 0 0 OH 0
OHOH ﬁ
0
HO 0 N> N0
AcHN OH H

L96 =

Un aspecto proporcionado en la presente es una composicion, p. ej., una composicién farmacéutica, que incluye uno
o0 mas de los ARNi descritos en la presente y un portador o vehiculo de suministro farmacéuticamente aceptable. La
composicion se puede utilizar para inhibir la expresién de un gen de ALAS1 en un organismo, por lo general, un
sujeto humano. La composicién se puede utilizar para tratar una porfiria, p. €j., AIP.

En un aspecto, se proporciona en la presente un ARNi que es un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir
la expresion de ALAS1, donde dicho ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido con una longitud
de 15-30 pares de bases y la hebra antisentido es complementaria respecto a al menos 15 nucleétidos contiguos de
la SEQ ID NO: 1 o 382.

En otro aspecto, se proporciona un ARNi que es un ARNi bicatenario (ARNbc) que comprende una hebra sentido
complementaria respecto a una hebra antisentido, donde dicha hebra antisentido comprende una region de
complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAS1, donde cada hebra tiene de aproximadamente 14 a
aproximadamente 30 nucleétidos, donde dicho agente de iARN bicatenario se representa mediante la formula (1l1):
sentido: 5"np -Na -(X X X)i-Nb -Y Y'Y -No -(Z Z Z)j -Na - nq 3'

antisentido: 3' np"-Na"-(X'X'X)k-Nb-Y'Y'Y'-Nb'-(Z'Z'Z')-Na"- nq' 5' (1
donde:

i, j, K, y I son cada uno independientemente 0 0 1;

P, P, 9y q son cada uno independientemente 0-6;

cada Na y Na' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-25
nucleétidos, los cuales estan modificados o no modificados, o combinaciones de estos, comprendiendo cada
secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

11
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cada No y Nvo' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10
nucleétidos, los cuales estan modificados o no modificados, o combinaciones de estos;

cada np, np', Nq y ng' representa independientemente un nucleétido protuberante;

XXX, YYY, Z2ZZ, X'X'X', YNYY''y Z7'7' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos;

las modificaciones en Np difieren de la modificaciéon en Y y las modificaciones en Nv' difieren de la modificacién
enY'

La hebra sentido puede estar conjugada con al menos un ligando.
i puede ser 1; j puede ser 1; o tanto i como j pueden ser 1.
k puede ser 1; | puede ser 1; o tanto k como | pueden ser 1.

XXX es complementario respecto a X'X'X', YYY puede ser complementario respecto a Y'Y'Y' y ZZZ puede ser
complementario respecto a Z'Z'Z'.

Y'Y'Y' se puede encontrar en las posiciones 11, 12 y 13 de la hebra antisentido del extremo 5'.
Y' puede ser 2'-O-metilo.

La regién duplex puede tener una longitud de 15-30 pares de nucleétidos.

La region diplex puede tener una longitud de 17-23 pares de nucledétidos.

La region diplex puede tener una longitud de 19-21 pares de nucledétidos.

La region diplex puede tener una longitud de 21-23 pares de nucledétidos.

La modificacién en el nucleétido se puede seleccionar del grupo constituido por un acido nucleico bloqueado (LNA),
un nucleétido aciclico, un hexitol o acido nucleico con hexosa (HNA), un &acido nucleico con ciclohexeno (CeNA), 2’-
metoxietilo, 2’-O-alquilo, 2’-O-alilo, 2’-C-alilo, 2’-C-alilo, 2'-fluoro, 2’-desoxi, 2’-hidroxilo y cualquier combinacién de
estos.

Las modificaciones de los nucleétidos se pueden seleccionar a partir del grupo constituido por LNA, HNA, CeNA, 2'-
metoxietilo, 2'-O-alquilo, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo, 2'-fluoro, 2'-desoxi, 2’-hidroxilo y combinaciones de estas.

Las modificaciones de los nucleétidos son 2'-O-metilo, 2'-fluoro o ambas.
El ligando puede comprender un carbohidrato.

El ligando puede estar unido mediante un conector.

El conector puede ser un conector ramificado bivalente o trivalente.

El ligando puede ser

Ho OH

El ligando y el conector pueden ser como se muestran en la Férmula XXIV:
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El ligando puede estar unido al extremo 3’ de la hebra sentido.

El ARNbc puede consistir en o comprender una secuencia de nucleétidos seleccionada a partir del grupo de
secuencias proporcionadas en las Tablas 21-40.

En un aspecto adicional, un ARNi proporcionado en la presente es un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para
inhibir la expresién de ALAS1, donde dicho ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido,
comprendiendo la hebra antisentido una regién de complementariedad respecto a un transcrito de ARN de ALAST,
donde la hebra antisentido comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que no difieren en mas de 3 nucleétidos
de una de las secuencias antisentido enumeradas en cualquiera de las Tablas 21-40. Los nucleétidos de la hebra
antisentido pueden tener menos modificaciones, mas modificaciones o modificaciones diferentes en comparacién
con las secuencias antisentido enumeradas en cualquiera de las Tablas 21-40.

Las secuencias sentido y antisentido pueden ser las de un duplex descrito en la presente que suprime la expresion
del ARNm de ALAS1 al menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 85% o0 90%, p. €j., segun se evalla utilizando un ensayo
descrito en los Ejemplos que se proporcionan en la presente.

La expresion del ANRm de ALAS1 se puede evaluar en funcion de un nivel del ARNm de ALAS1 en el higado, p. €j.,
como se evalla utilizando una muestra de una biopsia hepatica. La expresién del ARNm de ALAS1 se puede
evaluar en funcion del nivel del ARNm de ALAS1 en un fluido biolégico, p. €j., sangre, suero, plasma, liquido
cefalorraquideo u orina. La expresion del ARNm de ALAS1 se puede evaluar utilizando un ensayo de deteccion de
ARN extracelular circulante (cERD), p. ej., un ensayo cERD como se describe en la presente o en Sehgal, A. et al.
Quantitation of tissue-specific target gene modulation using circulating RNA (Péster presentado el 9 de febrero de
2012 en el simposio Keystone Gene Silencing by small RNAs (Vancouver, 7-12 de febrero de 2012) o Sehgal, A. et
al. Tissue-specific gene silencing monitored in circulating RNA, RNA, 20: 1-7, con publicacion electrénica el 19 de
diciembre de 2013.

El ARNbc puede comprender al menos un nucleétido modificado.

Al menos uno de los nucleétidos modificados se puede seleccionar a partir del grupo constituido por: un nucleétido
con una modificaciéon de tipo 2'-O-metilo, un nucleétido que comprende un grupo 5'-fosforotioato y un nucleétido
terminal unido a un derivado de tipo colesterilo o un grupo de tipo bisdecilamida del acido dodecanoico.

El nucleétido modificado se puede seleccionar a partir del grupo constituido por: un nucleétido con una modificacion
de tipo 2'-desoxi-2'-fluoro, un nucledtido con una modificacion de tipo 2'-desoxi, un nucleétido bloqueado, un
nucleétido aciclico, un nucleétido que no sea bdsico, un nucleétido con una modificacion de tipo 2’-amino, un
nucleétido con una modificacion de tipo 2’-alquilo, un nucleétido de tipo morfolino, un fosforamidato y un nucleétido
que comprende una base que no sea natural.

La regién de complementariedad puede tener una longitud de al menos 17 nucleétidos.

La region de complementariedad puede tener una longitud comprendida entre 19 y 21 nucleétidos.
La region de complementariedad puede tener una longitud de 19 nucleétidos.

Cada hebra puede tener una longitud que no es superior a 30 nucleétidos.

Al menos una hebra puede comprender una protuberancia 3’ de al menos 1 nucleétido. La hebra antisentido puede
comprender una protuberancia 3’ de al menos 1 nucleétido.

Al menos una hebra puede comprender una protuberancia 3’ de al menos 2 nucleétidos. La hebra antisentido puede
comprender una protuberancia 3’ de al menos 2 nuclettidos. La hebra antisentido puede comprender una
protuberancia 3’ de 2 nucleétidos.

Un ARNbc descrito en la presente puede comprender ademas un ligando.

El ligando puede ser un ligando de tipo GalNAc.
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El ligando puede dirigir el ARNbc hacia los hepatocitos.
El ligando puede estar conjugado con el extremo 3’ de la hebra sentido del ARNbc.

La regién de complementariedad puede estar constituida por una secuencia antisentido seleccionada de las
secuencias antisentido enumeradas en las Tablas 21-40, o una secuencia antisentido correspondiente en la que
algunos o la totalidad de los nucleétidos estan modificados. La regién de complementariedad puede estar constituida
por la secuencia UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) o UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU
(SEQ ID NO: 4154). La region de complementariedad puede estar constituida por la secuencia antisentido del AD-
60489 duplex. La region de complementariedad puede estar constituida por la secuencia antisentido del AD-60519
duplex.

La region de complementariedad puede estar constituida por una secuencia antisentido seleccionada de un duplex
descrito en la presente que suprime la expresion del ARNm de ALAS1 en al menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 85% o
90%, p. €j., segun se evalla utilizando un ensayo descrito en los Ejemplos proporcionados en la presente.

El ARNbc puede comprender una hebra sentido que estd constituida por una secuencia de la hebra sentido
seleccionada de las Tablas 21-40, y una hebra antisentido que esta constituida por una secuencia antisentido
seleccionada de las Tablas 21-40. El ARNbc puede comprender un par de las correspondientes secuencias sentido
y antisentido seleccionadas de los duplex descritos en las Tablas 21-40.

También se proporciona en la presente una célula que contiene al menos uno de los ARNi (p. ej., ARNbc) mostrados
en la presente. Por lo general, la célula es una célula de mamifero, tal como una célula humana. En algunas
realizaciones, la célula es una célula eritroide. La célula también puede ser una célula hepatica (p. ej., un
hepatocito).

En un aspecto, se proporciona en la presente una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un gen
ALAS1, comprendiendo la composicién un ARNi (p. ej. un ARNbc) descrito en la presente.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente, el ARNi (p. ej., ARNbc) se puede administrar en una
solucién no tamponada. La solucion no tamponada puede ser solucion salina o agua, p. ej. Agua para inyeccion.

La composicion farmacéutica puede comprender AD-60519 y agua para inyeccion. La composicién puede
comprender aproximadamente de 100 a 300 mg/mL, p. ej., 200 mg/mL, de AD-60519. La composicion puede tener
un pH de 6.0-7.5, p. ej., de aproximadamente 7.0. La composicién puede ser para inyeccion subcutanea. La
composicién farmacéutica se puede empaquetar en un envase (p. €j., un vial de vidrio, p. €j., un vial de vidrio de 2
mL), en un volumen de aproximadamente 0.3 a 1 mL, p. gj., 0.55 mL. La composicién farmacéutica puede ser ALN-
AS1 como se describe en la presente en los ejemplos.

En un aspecto de las composiciones farmacéuticas descritas en la presente, el ARNi (p. ej., ARNbc) se administra
con una solucién tampoén. La solucion tapon puede comprender acetato, citrato, prolamina, carbonato o fosfato o
cualquier combinacién de estos. La solucién tampén puede ser una solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

En un aspecto de las composiciones farmacéuticas descritas en la presente, el ARNi (p. ej., ARNbc) se dirige hacia
los hepatocitos.

En un aspecto de las composiciones farmacéuticas descritas en la presente, la composicion se administra por via
intravenosa.

En un aspecto de las composiciones farmacéuticas descritas en la presente, la composicion se administra por via
subcutanea.

En un aspecto, una composicion farmacéutica comprende un ARNi (p. ej., ARNbc) descrito en la presente que
comprende un ligando (p. €j., un ligando de tipo GalNAc) que dirige el ARNi (p. ej., ARNbc) hacia los hepatocitos.

Una composicién farmacéutica puede comprender un ARNi (p. ej., ARNbc) descrito en la presente que comprende
un ligando (p. ej., un ligando de tipo GalNAc) y la composicién farmacéutica se puede administrar por via
subcutanea. El ligando puede dirigir el ARNi (p. ej., ARNbc) hacia los hepatocitos.

Una composiciéon farmacéutica, p. €j., una composicién descrita en la presente, puede incluir una formulacion
lipidica. El agente de iARN puede ser una formulacion LNP, p. ej., una formulacion MC3. La formulacién LNP puede
dirigir el agente de iARN hacia una célula particular, p. €j., una célula hepéatica, p. €j., un hepatocito. La formulacién
lipidica puede ser una formulacién LNP11. La composiciéon se puede administrar por via intravenosa.

La composicién farmacéutica se puede formular para ser administrada de acuerdo con una pauta posoldgica
descrita en la presente, p. €., no mas de una vez cada cuatro semanas, no mas de una vez cada tres semanas, no
mas de una vez cada dos semanas o no mas de una vez por semana. La administracion de la composicion
farmacéutica se puede mantener durante un mes o mas, p. €j., uno, dos, tres o seis meses, 0 un afo o0 mas.
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Una composicion que contiene un ARNi que se expone en la presente, p. ej., un ARNbc que tiene ALAS1 como
diana, se puede administrar con un agente terapéutico que no sea un ARNi tal como un agente conocido por tratar
una porfiria (p. ej., AIP) o un sintoma de una porfiria (p. €j., dolor). Una composicion que contiene un ARNi que se
expone en la presente, p. ej., un ARNbc que tiene AIP como diana, se puede administrar junto con un régimen
terapéutico que no sea un ARNi tal como hemina o glucosa (p. €j., una infusién de glucosa (p. €j., glucosa IV)). Por
ejemplo, un ARNi que se expone en la presente se puede administrar antes, después o de forma simultanea con
glucosa, dextrosa o un tratamiento similar que sirva para restablecer el equilibrio energético (p. ej., nutricién
parenteral total). Un ARNi que se expone en la presente también se puede administrar antes, después o de forma
simultanea con la administracion de un producto de tipo hemo (p. €j., hemina, arginato de hemo o albumina que
contenga hemo) y opcionalmente también se puede administrar combinado con glucosa (p. e€j., glucosa IV) o
similares.

Normalmente, la glucosa administrada para el tratamiento de una porfiria se administra por via intravenosa (V). La
administracion de glucosa por via intravenosa se denomina en la presente "glucosa IV". Sin embargo, también se
contemplan aspectos alternativos en las cuales la glucosa se administre por otros medios.

Un ARNi de ALAS1 se puede administrar a un paciente y a continuacion se administra el agente o régimen
terapéutico que no sea un ARNi (p. €j., glucosa y/o un producto de tipo hemo) al paciente (o viceversa). EI ARNi de
ALAS1 y el agente terapéutico o régimen terapéutico que no sea un ARNi se pueden administrar de forma
simultanea.

En un aspecto de la presente se proporciona ademas un método para inhibir la expresién de ALAS1 en una célula,
comprendiendo el método: (a) introducir en la célula un ARNi (p. ej., un ARNbc) descrito en la presente y (b)
mantener la célula del paso (a) durante un tiempo suficiente para obtener la degradacion del transcrito de ARNm del
gen ALAS1, de este modo se inhibe la expresion del gen ALAS1 en la célula.

En un aspecto de la presente se proporciona ademas un método para reducir o inhibir la expresién de un gen ALAS1
en una célula (p. ej., una célula eritroide o una célula hepatica tal como, p. €j., un hepatocito). EI método incluye:

(a) introducir en la célula un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc), donde el ARNbc incluye al menos dos
secuencias que son complementarias entre si. EI ARNbc tiene una hebra sentido que tiene una primera
secuencia y una hebra antisentido que tiene una segunda secuencia; la hebra antisentido tiene una region de
complementariedad que es sustancialmente complementaria respecto a al menos una parte de un ARNm que
codifica ALAS1, y donde la region de complementariedad tiene una longitud de 30 nucledtidos o inferior, es
decir, 15-30 nucleétidos, y generalmente tiene una longitud de 19-24 nucleétidos, y donde el ARNbc, cuando
entra en contacto con una célula que expresa ALAST1, inhibe la expresion del gen ALAS1 al menos un 10%, p.
€j., al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40% o mas;y

(b) mantener la célula del paso (a) durante un tiempo suficiente para obtener la degradacién del transcrito de
ARNm del gen ALAS1, de este modo se reduce o inhibe la expresién de un gen ALAS1 en la célula.

En aspectos de los métodos anteriores para inhibir la expresién de ALAS1 en una célula, la célula se trata ex vivo, in
vitro o in vivo. La célula puede ser un hepatocito.

La célula puede estar presente en un sujeto que necesita tratar, prevenir y/o gestionar un trastorno relacionado con
la expresion de ALAS1.

El trastorno puede ser una porfiria. La porfiria puede ser una porfiria intermitente aguda o una porfiria debida a la
deficiencia de ALA-deshidratasa.

La porfiria puede ser una porfiria hepatica, p. ej., una porfiria seleccionada entre porfiria intermitente aguda (AIP),
coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata (VP), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) y
porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria hepatica dominante homozigética (p. €j., AIP, HCP o
VP dominante homozigoética) o una porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria dual.

La expresion de ALAS1 se puede inhibir al menos un 30%.
El ARNi (p. ej., ARNbc) puede presentar una Clso comprendida en el intervalo de 0.01-1 nM.

La célula (p. €j., el hepatocito) puede ser una célula de mamifero (p. €j., una célula humana, de primate no humano
o de roedor).

La célula se puede tratar ex vivo, in vitro o in vivo (p. €j., la célula esta presente en un sujeto (p. €j., un paciente que
necesita tratar, prevenir y/o gestionar un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1)).

El sujeto puede ser un mamifero (p. ej., un ser humano) que corre el riesgo de parecer una porfiria o al cual se le ha
diagnosticado una porfiria, p. €j., anemia sideroblastica relacionada con X (XLSA), porfiria debida a la deficiencia de
ALA-deshidratasa (porfiria de Doss o ADP), porfiria intermitente aguda (AIP), porfiria eritropoyética congénita (CEP),
porfiria cutanea tardia (PCT), coproporfiria hereditaria (coproporfiria o HCP), porfiria variegata (VP), protoporfiria
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eritropoyética (EPP) o eritroporfiria transitoria de la infancia. El trastorno puede ser una porfiria hepéatica aguda, p.
ej., una porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP), AIP, HCP o VP. El trastorno puede ser una
porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) o AIP.

La porfiria puede ser una porfiria hepatica, p. €j., una porfiria seleccionada entre porfiria intermitente aguda (AIP),
coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata (VP), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) y
porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria hepatica dominante homozigética (p. €j., AIP, HCP o
VP dominante homozigoética) o una porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria dual.

El ARNbc introducido puede reducir o inhibir la expresién de un gen ALAS1 en la célula.

El ARNbc introducido puede reducir o inhibir la expresion de un gen ALAS1, o el nivel de una o mas porfirinas o
precursores de porfirinas (p. ej., acido d-aminolevulinico (ALA), porfopilinégeno (PBG), hidroximetilbilano (HMB),
uroporfirindgeno | o lll, coproporfirindégeno | o I, protoporfrinégeno IX y protoporfirina IX) o productos o metabolitos
de porfirinas, al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% o0 mdas en comparacién con una
referencia (p. ej., una célula no tratada o una célula tratada con un ARNbc de control que no actle sobre la diana).
Sin pretender vincularse a ninguna teoria, ALAS1 es la primera enzima de la via de las porfirinas. Por lo tanto, es
probable que la reduccién de la expresion del gen ALAS1 reduzca el nivel de uno o mas precursores de porfirinas,
porfirinas o productos o metabolitos de porfirinas.

En otros aspectos, se proporcionan ademas en la presente métodos para tratar, prevenir o gestionar procesos
patoldgicos relacionados con la expresién de ALAS1 (p. ej., procesos patoldgicos en los que participan porfirinas,
precursores de porfirinas o defectos en la via de las porfirinas tales como, por ejemplo, las porfirias). El método
puede incluir administrar a un sujeto, p. €j., un paciente que necesite tal tratamiento, prevenciéon o gestiéon, una
cantidad eficaz (p. ej., terapéutica o profilacticamente eficaz) de uno o mas de los ARNi que se exponen en la
presente.

En un aspecto de la presente se proporciona ademas un método para tratar y/o prevenir un trastorno relacionado
con la expresion de ALAS1 que comprende administrar a un sujeto que necesite tal tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de un ARNi (p. €j., un ARNbc) descrito en la presente o una composicién que comprenda un
ARNi (p. €j., un ARNbc) descrito en la presente.

En un aspecto de la presente se proporciona ademas un método para tratar y/o prevenir una porfiria que comprende
administrar a un sujeto que necesite tal tratamiento un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc), donde dicho ARNbc
comprende una hebra sentido y una hebra antisentido con una longitud de 15-30 pares de bases y la hebra
antisentido es complementaria respecto a al menos 15 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID
NO:382.

El sujeto (p. €j., el paciente) puede padecer una porfiria. El sujeto (p. €j., el paciente) puede correr el riesgo de
desarrollar una porfiria. La administracién del ARNi que tiene ALAS1 como diana puede aliviar o reducir la gravedad
de al menos un sintoma de un trastorno relacionado con ALAS1 en el paciente.

El sujeto puede ser un mamifero (p. ej., un ser humano) que corre el riesgo de parecer o al cual se le ha
diagnosticado un trastorno relacionado con la expresiéon de ALAS1, p. €j., una porfiria, p. €j., anemia sideroblastica
relacionada con X (XLSA), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (porfiria de Doss), porfiria intermitente
aguda (AIP), porfiria eritropoyética congénita (CEP), porfiria cutdnea tardia (PCT), coproporfiria hereditaria
(coproporfiria o HCP), porfiria variegata (VP), protoporfiria eritropoyética (EPP) o eritroporfiria transitoria de la
infancia. Asimismo, la porfiria puede ser una porfiria hepatica aguda, p. ej., una porfiria debida a la deficiencia de
ALA-deshidratasa (ADP), AIP, HCP o VP. Aqui, el trastorno puede ser una porfiria debida a la deficiencia de ALA-
deshidratasa (ADP) o AIP.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria. La porfiria puede ser una porfiria hepatica, p.
€j., una porfiria seleccionada entre porfiria intermitente aguda (AIP), coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata
(VP), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) y porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser
una porfiria hepatica dominante homozigética (p. ej., AIP, HCP o VP dominante homozigética) o una porfiria
hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria dual.

Una porfiria, un sintoma de porfiria, un prodromo o un ataque de porfiria puede ser inducido por la exposicién a un
factor precipitante, segun se describe en la presente. El factor precipitante puede ser la exposicion a un agente
quimico. El factor precipitante puede ser un farmaco, p. €j., un farmaco con receta o un farmaco sin receta. El factor
precipitante puede ser el ciclo menstrual, p. €j., una fase particular del ciclo menstrual, p. €j., la fase luteinica.

El ARNi (p. €j., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar después de un ataque agudo
de porfiria.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicion que comprende el ARNi se puede administrar durante un ataque agudo de
porfiria.
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El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar profilacticamente para
prevenir un ataque agudo de porfiria.

El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede formular como una formulacién LNP.
El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede encuentrar en forma de un conjugado de tipo GalNAc.
El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede administrar con una dosis de 0.05-50 mg/kg.

El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede administrar con una concentracién de 0.01 mg/kg-5 mg/kg de peso corporal del
sujeto.

El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede formular como una formulacion LNP y se administra con una dosis de 0.05-5
mg/kg.

El ARNi (p. ej., ARNbc) se puede encuentrar en forma de un conjugado de tipo GalNAc y se administra con una
dosis de 0.5-50 mg/kg. EI ARNi en el conjugado de GalNAc se puede administrar con una dosis inferior a 10 mg/kg
(p. €j., 5 mg/kg o inferior), p. €j., una vez a la semana; p. ej., una dosis de 1 mg/kg o inferior, 2.5 mg/kg o inferior 0 5
mg/kg o inferior, p. €j., una vez a la semana. El ARNi en el conjugado de GalNAc se puede administrar en una dosis
de aproximadamente 2.5 mg/kg o inferior, p. €j., una vez a la semana. La administraciéon del ARNi en el conjugado
de GalNAc puede ser subcutanea.

El ARNi (p.ej., ARNbc) puede estar en forma de un conjugdo de GalNAc y se administra, p. ej., por via subcutanea,
en una dosis de 0-5 mg/kg, p. €j., 0-2.5 mg/kg o 1-2.5 mg/kg. EI ARNi se puede administrar semanalmente. El ARNi
se puede administrar como una composicion que comprende el ARNi y agua para inyeccion. El ARNi puede ser AD-
60519. La composicién puede comprender el ARNi, p. ej., AD-60519, en una concentraciéon de aproximadamente
200 mg/mL.

El método reduce el nivel de una porfirina o de un precursor de una porfirina en el sujeto.

El nivel se reduce al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o0 90%. En una realizacién, el nivel se
reduce al menos un 30%.

El precursor de porfirina es acido &-aminolevulinico (ALA) o porfopilinogeno (PBG).
El ARNi (p. ej., ARNbc) puede presentar una Clso comprendida en el intervalo de 0.01-1 nM.
Un método descrito en la presente
(i) puede mejorar un sintoma asociado con un trastorno relacionado con ALAS1 (p. €j., una porfiria),
(i) puede inhibir la expresion de ALAS1 en el sujeto (p. €j., segun se evalla utilizando el ensayo cERD),
(iii) puede reducir el nivel de un precursor de porfirina (p. €j., ALA o PBG) o una porfirina en el sujeto,
(iv) puede reducir la frecuencia de ataques agudos de sintomas asociados con una porfiria en el sujeto, o

(v) puede reducir la incidencia de ataques agudos de sintomas asociados con una porfiria en el sujeto cuando el
sujeto se expone a un factor precipitante (p. €j., la fase premenstrual o la fase luteinica).

El método puede mejorar el dolor y/o una neuropatia progresiva.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicion que comprende el ARNi se puede administrar de acuerdo con una pauta
posoldgica.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar antes de un ataque agudo de
porfiria o después de este. El ARNi se puede administrar antes de un ataque agudo de porfiria.

El ARNi (p. €., ARNbc) o la composicion que comprende el ARNi se puede administrar durante un prédromo. El
prédromo se puede caracterizar por dolor abdominal, ndusea, sintomas psicolégicos (p. €j., ansiedad), inquietud y/o
insomnio.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicion que comprende el ARNi se puede administrar durante una fase particular
del ciclo menstrual, p. €j., durante la fase luteinica.

El método puede mejorar o prevenir ataques ciclicos de porfiria, p. e€j., reduciendo la intensidad, duraciéon o
frecuencia de los ataques. Los ataques ciclicos se asocian con un factor precipitante. El factor precipitante es el ciclo
menstrual, p. ej., una fase particular del ciclo menstrual, p. €j., la fase luteinica.
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El sujeto puede presentar un nivel elevado de ALA y/o PBG. El nivel de ALA y/o PBG puede estar elevado en el
plasma u orina del sujeto. El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., una porfiria
hepatica. El sujeto puede no presentar sintomas. El sujeto puede ser portador de una alteracién genética (p. €j., una
mutacién génica) asociada con una porfiria, segln se describe en la presente.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria y sufre dolor (p. €j., dolor crénico, p. €j., dolor
neuropatico crénico) y/o una neuropatia (p. ej., una neuropatia progresiva). El sujeto puede no padecer ataques
agudos pero puede sufrir dolor (p. ej., dolor crénico, p. €j., dolor neuropatico cronico) y/o una neuropatia (p. €j., una
neuropatia progresiva). El dolor puede ser dolor abdominal.

El sujeto (a) puede presentar un nivel elevado de ALA y/o PBG y (b) puede sufrir dolor (p. ej., dolor crénico, p. €j.,
dolor neuropatico cronico) y/o una neuropatia (p. €j., una neuropatia progresiva). El dolor puede ser dolor abdominal.

El sujeto puede presentar un nivel en plasma y/o un nivel en orina de ALA y/o PBG que es elevado. El nivel elevado
de ALA y/o PBG puede venir acompafado de otros sintomas, p. ej., dolor (p. €j., dolor crénico, p. €j., dolor
neuropatico crénico) y/o una neuropatia (p. €j., una neuropatia progresiva). El dolor puede ser dolor abdominal. El
sujeto puede no presentar sintomas. El sujeto puede tener una mutaciéon genética asociada con una porfiria, p. €j.,
una mutacion segun se describe en la presente.

El sujeto puede presentar un nivel (p. €j., un nivel en plasma o un nivel en orina) de un precursor de porfirina, p. €j.,
ALA y/o PBG, que es elevado, p. €j., el nivel es superior a un valor de referencia, o superior o igual a un valor de
referencia. El nivel puede ser superior al valor de referencia. El valor de referencia se puede encontrar dos
desviaciones estandar por encima del nivel medio de una muestra de individuos sanos. El valor de referencia puede
ser un limite de referencia superior.

El sujeto puede presentar un nivel en plasma y/o un nivel en orina de ALA y/o PBG superior a, o superior o igual a, 2
veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces el valor del limite de referencia superior. La expresion "limite de referencia
superior", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un nivel que representa el limite superior del intervalo de
confianza del 95% para una muestra de referencia, p. €j., una muestra de individuos sanos o normales (p. €j., de
origen natural), p. €j., individuos que no son portadores de ninguna mutacién genética asociada con una porfiria y/o
individuos que no padecen ninguna porfiria. El sujeto puede presentar un nivel en orina de ALA y/o PBG superior a
2-4 veces el valor del limite de referencia superior. El sujeto puede presentar un nivel en orina de ALA y/o PBG
superior a 4 veces el valor del limite de referencia superior.

El valor de referencia para PBG en plasma puede ser de 0.12 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y presenta
un nivel de PBG en plasma superior a, o superior o igual a, 0.12 pmol/L, 0.24 umol/L, 0.36 umol/L, 0.48 pmol/L o
0.60 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de PBG en plasma superior a, o superior
o igual a, 0.48 pmol/L.

El valor de referencia para PBG en orina puede ser de 1.2 mmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser
humano y presenta un nivel de PBG en orina superior a, o superior o igual a, 1.2 mmol/mol de creatinina, 2.4
mmol/mol de creatinina, 3.6 mmol/mol de creatinina, 4.8 mmol/mol de creatinina o 6.0 mmol/mol de creatinina. El
sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de PBG en orina superior a, o superior o igual a, 4.8
mmol/mol de creatinina.

El valor de referencia para ALA en plasma puede ser de 0.12 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede
presentar un nivel de ALA en plasma superior a, o superior o igual a, 0.12 pmol/L, 0.24 umol/L, 0.36 umol/L, 0.48
pmol/L o 0.60 pmol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de ALA en plasma superior a, 0
superior o igual a, 0.48 pmol/L.

El valor de referencia para ALA en orina puede ser de 3.1 mmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser
humano y puede presentar un nivel de ALA en orina superior a, o superior o igual a, 3.1 mmol/mol de creatinina, 6.2
mmol/mol de creatinina, 9.3 mmol/mol de creatinina, 12.4 mmol/mol de creatinina o 15.5 mmol/mol de creatinina.

El método puede reducir uno o mas signos o sintomas de porfiria. El método puede reducir un nivel elevado de ALA
y/o PBG. El método puede reducir el dolor (p. €j., dolor crénico, p. €j., dolor neuropatico crénico) y/o una neuropatia
(p- €j., una neuropatia progresiva). El dolor puede ser dolor abdominal. El dolor puede ser dolor neuropatico (p. €j.,
dolor asociado con la neuropatia progresiva de porfirias agudas). La reduccién del dolor puede incluir, p. €j., la
prevencion del dolor, el retraso del inicio del dolor, la reduccion de la frecuencia del dolor y/o la reduccién de la
intensidad del dolor. La reduccién del dolor se puede evaluar en base al uso del sujeto de medicamentos contra el
dolor.

El método puede mejorar o prevenir ataques agudos de porfiria, p. €j., reduciendo la intensidad, duraciéon o
frecuencia de los ataques.

El método puede reducir o prevenir lesiones nerviosas.
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El método puede prevenir el deterioro (p. €j., previene el desarrollo de anomalias) de medidas clinicas o puede
provocar una mejora de estas, p. ej., medidas clinicas de la funcion muscular y/o nerviosa, p. €j., EMG y/o
velocidades de conduccion nerviosa.

El método puede reducir el hemo utilizado por el sujeto.
El método puede reducir los medicamentos para el dolor utilizados por el sujeto.
El método puede reducir la hospitalizacién.

El método puede ser eficaz para reducir el nivel de ALA y/o PBG (p. €j., el nivel en plasma u orina de ALA y/o PBG).
El método puede ser eficaz para producir una reduccién predeterminada del nivel elevado de ALA y/o PBG.

La reduccion predeterminada puede ser una reduccion hasta un valor que es inferior o igual a un valor de referencia.
El valor de referencia puede ser un limite de referencia superior. El valor de referencia puede ser el valor que
corresponde a dos desviaciones estandar por encima del nivel medio de una muestra de referencia.

El método puede ser eficaz para reducir el nivel de ALA y/o PBG en un sujeto hasta un nivel que esta por debajo de
dos veces el limite de referencia superior. El método puede ser eficaz para reducir el nivel de ALA hasta por debajo
de dos veces el limite de referencia superior. EI método puede ser eficaz para reducir el nivel de PBG hasta por
debajo de dos veces el limite de referencia superior.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar como una dosis Unica o una
dosis mdltiple, p. ej., de acuerdo con una pauta posoldgica.

El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar profilacticamente a un sujeto
que corre el riesgo de desarrollar una porfiria. El ARNi (p. ej., ARNbc) o la composicién que comprende el ARNi se
administra profilacticamente empezando en la pubertad. El sujeto puede ser portador de una mutacion genética
asociada con una porfiria y/o presenta un nivel elevado de ALA y/o PBG (p. €j., un nivel elevado en plasma u orina
de ALA y/o PBG). La mutacién puede hacer que el individuo sea susceptible de padecer un ataque agudo (p. €j., tras
la exposicién a un factor precipitante, p. €j., un farmaco, el seguimiento de un régimen u otro factor precipitante, p.
€j., un factor precipitante como los que se describen en la presente). La mutacion se puede asociar con unos niveles
elevados de una porfirina o un precursor de porfirina (p. ej., ALA y/o PBG). La mutacién se asocia con dolor crénico
(p. €j., dolor neuropatico crénico) y/o una neuropatia (p. €j., una neuropatia progresiva).

La mutacién es una mutacion en el gen ALAS1. La mutacién puede ser una mutacion en el promotor del gen ALAS1
0 en regiones en direccion 5' o direccién 3' del gen ALAS1. La mutaciéon puede ser una mutacién en factores de
transcripcion u otros genes que interaccionan con ALAS1. La mutacion puede ser una mutacién en un gen que
codifica una enzima en la via biosintética del grupo hemo.

El ARNi (p. €j., ARNbc o un conjugado de este) o la composicién que comprende el ARNi se puede administrar por
via subcutanea. El ARNi se puede encontrar en forma de un conjugado de tipo GalNAc. EI ARNi (p. €j., el ARNbc) se
puede administrar con una dosis de 0.5-50 mg/kg. EI ARNi se puede administrar en una dosis inferior a 10 mg/kg (p.
ej., 5 mg/kg o inferior) una vez a la semana; p. €j., una dosis de 1 mg/kg o inferior, 2.5 mg/kg o inferior o0 5 mg/kg o
inferior, p. €j., una vez a la semana. El ARNi se puede administrar en una dosis de aproximadamente 2.5 mg/kg o
inferior, p. €j., una vez a la semana.

El sujeto que se va a tratar puede estar asintomatico y puede tener un nivel elevado de ALA y/o PBG. El sujeto
puede tener una porfiria, p. €j., AIP. El paciente puede padecer ataques porfiricos recurrentes.

El ARNi (p. ej., AD-60519) se puede administrar en una dosis inferior a 5 mg/kg, p. €j., de 0.1, 0.35, 1.0 0 2.5 mg/kg.
El ARNi (p. ej., AD-60519) se puede administrar en dosis repetidas, p. €j., dosis semanales.

El sujeto puede estar asintomatico y tiene un nivel elevado de ALA y/o PBG, y el ARNi (p. ej., AD-60519) se puede
administrar en dosis Unicas, p. €j., de 0.1, 0.35, 1.0 0 2.5 mg/kg; o en dosificaciones semanales repetidas, p. €j., de 1
y 2.5 mg/kg durante varias semanas (p. €j., durante 4 semanas).

El sujeto puede tener AIP, p. ej., es un paciente con AIP, el ARNi (p. ej., AD-60519) se administra con una dosis de
1-2.5 mg/kg a la semana.

Se puede emplear una pauta de tratamiento en la que el ARNi se administra inicialmente con mas frecuencia,
seguido por una administracion menos frecuente. El ARNi se puede administrar inicialmente una vez al dia durante
multiples dias (p. €j., durante 2-14 dias, p. €j., durante 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias). El ARNi se puede administrar
posteriormente una vez a la semana. El ARNi se puede administrar posteriormente una vez cada dos semanas. El
ARNi se puede administrar posteriormente con una frecuencia que puede ser eficaz para reducir uno 0 mas signos o
sintomas de una porfiria.

En un aspecto de la presente se proporciona ademasun método para tratar a un sujeto con un nivel elevado de ALA
y/o PBG, comprendiendo el método administrar al sujeto un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc), donde dicho
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ARNbc comprende una hebra sentido y una hebra antisentido con una longitud de 15-30 pares de bases y la hebra
antisentido es complementaria respecto a al menos 15 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID
NO:382.

En un aspecto de la presente se proporciona ademas un método para tratar a un sujeto con un nivel elevado de ALA
y/o PBG, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un ARNbc o una
composicién que comprenda un ARNbc, segln se describe la presente.

Los métodos descritos en la presente pueden ser eficaces para reducir el nivel de ALA y/o PBG. El nivel de ALA y/o
PBG se puede reducir de modo tal que sea inferior a, o inferior o igual a, un valor de referencia, p. €j., un limite de
referencia superior.

El sujeto que se va a tratar puede estar asintomatico y tener un nivel elevado de ALA y/o PBG. El sujeto puede tener
una porfiria, p. ej., AIP.

El ARNi se puede administrar en una dosis inferior a 5 mg/kg, p. €j., con 0.1, 0.35, 1.0 0 2.5 mg/kg. El ARNi se
puede administrar en dosis repetidas, p. €j., dosis semanales.

En otro aspecto, en la presente se proporcionan ademas métodos para reducir el nivel de una porfirina o un
precursor de porfirina en una célula (p. €j., una célula eritroide o una célula hepatica tal como, p. €j., un hepatocito).
La célula se puede tratar ex vivo, in vitro o in vivo (p. €j., la célula esta presente en un sujeto (p. €j., un paciente que
necesita tratar, prevenir y/o gestionar un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1)). El método incluye poner
en contacto la célula con una cantidad eficaz de uno o mas de los ARNi que tienen ALAS1 como diana, p. €j., uno o
mas de los ARNi descritos en la presente, de este modo se reduce el nivel de una porfirina 0 un precursor de
porfirina en la célula; o se reduce el nivel de una porfirina o un precursor de porfirina en otras células, tejidos o
fluidos del sujeto en el cual se encuentra localizada la célula; con relacién al nivel antes de la puesta en contacto.
Tales métodos se pueden utilizar para tratar (p. ej., mejorar la gravedad) de trastornos relacionados con la expresion
de ALASH1, tales como las porfirias, p. €j., AIP o una porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa.

El paso de puesta en contacto se puede realizar ex vivo, in vitro o in vivo. Por ejemplo, la célula puede estar
presente en un sujeto, p. €j., un mamifero (p. ej., un ser humano) que corre el riesgo de padecer o al cual se le ha
diagnosticado una porfiria. La porfiria puede ser una porfiria hepatica aguda. La porfiria puede ser una porfiria
hepatica, p. €j., una porfiria seleccionada entre porfiria intermitente aguda (AIP), coproporfiria hereditaria (HCP),
porfiria variegata (VP), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP) y porfiria hepatoeritropoyética. La
porfiria puede ser una porfiria hepatica dominante homozigética (p. ej., AIP, HCP o VP dominante homozigética) o
una porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser una porfiria dual.

En un aspecto de la presente se proporciona un método para reducir el nivel de una porfirina o un precursor de
porfirina (p. ej., ALA o PBG) en una célula, que comprende poner en contacto la célula con un ARNi (p. €j., un
ARNbDc), segun se describe en la presente, en una cantidad eficaz para reducir el nivel de la porfirina o el precursor
de porfirina en la célula. La célula es un hepatocito. La porfirina o el precursor de porfirina es acido d-aminolevulilico
(ALA), porfopilinogeno (PBG), hidroximetilbilano (HMB), uroporfirinbgeno | o lll, coproporfirinégeno | o I,
protoporfrinégeno 1X o protoporfirina IX. El precursor de porfirina es ALA o PBG.

La célula puede ser una célula eritroide. La célula puede ser una célula hepatica (p. ej., un hepatocito).

En un aspecto de la presente se proporciona un vector que codifica al menos una hebra de un ARNi (p. €j., un
ARNDbc) segun se describe en la presente.

En un aspecto de la presente se proporciona un vector que codifica al menos una hebra de un ARNbc, donde dicho
ARNbc comprende una region de complementariedad respecto a al menos una parte de un ARNm que codifica
ALAS1, donde dicho ARNbc tiene una longitud de 30 pares de bases o inferior y donde dicho ARNbc tiene como
diana la escision de dicho ARNm.

La regién de complementariedad puede tener una longitud de al menos 15 nucleétidos.

La regi6on de complementariedad puede tener una longitud de 19-21 nucleétidos. En un aspecto, en la presente se
proporciona ademas un vector para inhibir la expresion de un gen ALAS1 en una célula. El vector puede comprender
un ARNi segln se describe en la presente. El vector puede incluir al menos una secuencia reguladora unida
operablemente a una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una hebra de un ARNi segun se describe en la
presente. El vector puede comprender al menos una hebra de un ARNi de ALAST.

En un aspecto de la presente se proporciona una célula que comprende un vector segin se describe en la presente.
En un aspecto de la presente se proporciona una célula que contiene un vector para inhibir la expresién de un gen
ALAS1 en una célula. El vector incluye una secuencia reguladora unida operablemente a una secuencia de
nucleétidos que codifica al menos una hebra de uno de los ARNi que se describen en la presente. La célula puede
ser una célula hepatica (p. ej., un hepatocito). La célula puede ser una célula eritroide.
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En otro aspecto, se proporciona un método para someter a ensayo el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular
circulante en un sujeto, comprendiendo dicho método detectar (p. ej., medir) el nivel de ARNm de ALAS1 en una
muestra de fluido biolégico (p. €j., una muestra de sangre (p. €j., una muestra de suero o plasma), una muestra de
liquido cefalorraquideo, o una orina del sujeto, comprendiendo dicha muestra de fluido biolégico el ARNm de ALAS1,
para someter a ensayo de esta manera el nivel de¢ ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto.

En otro aspecto, se proporciona un método para someter a ensayo el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular
circulante en un sujeto, comprendiendo dicho método (i) proporcionar ARN (p. ej., ARN extracelular) de una muestra
de fluido bioldgico (p. ej., muestra de sangre o plasma) del sujeto, comprendiendo dicha muestra de fluido biol6gico
el ARNm de ALASH1; (ii) obtener un ADNc de ALAS1 del ARNm de ALAST; (iii) poner el contacto el ADNc de ALAS1
con un acido nucleico complementario (p. €j., sonda y/o cebador) al ADNc de ALAS1 o una porcion de este, para
producir de esta manera una mezcla de reaccién; y (iv) detectar (p. ej., medir) el nivel de ADNc de ALAS1 en la
mezcla de reaccion, donde el nivel de ADNc de ALAS1 es indicativo del nivel de ARN de ALAS1, para someter a
ensayo de esta manera el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto.

Dicha muestra de fluido biolégico puede ser una muestra de sangre. Dicha muestra de fluido biolégico puede ser
una muestra de suero. Dicha muestra de fluido bioldgico puede ser una muestra de orina.

El método puede comprender PCR, gPCR o 5-RACE.
Dicho &cido nucleico puede ser una sonda o un cebador.

Dicho &cido nucleico puede comprender un resto detectable y el nivel de ARNm de ALAS1 se determina mediante la
deteccion de la cantidad del resto detectable.

Dicho método puede comprender ademas obtener la muestra de fluido bioldgico del sujeto. La muestra de fluido
biolégico puede estar separada del tejido y contiene exosomas. En aspectos de estos métodos, la eficacia de un
tratamiento de porfiria se puede someter a ensayo en funcién de una comparacion con el nivel de ARNm de ALAS1
extracelular circulante en el sujeto respecto al valor de referencia.

Un descenso en el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto en respuesta al tratamiento de
porfiria, respecto al valor de referencia, puede indicar que el tratamiento de la porfiria es eficaz. El valor de referencia
puede ser el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto antes del tratamiento de la porfiria.

Descripcidn de los dibujos

La FIG. 1 representa la via biosintética del grupo hemo.

Las FIG. 2A y FIG. 2B muestran una tabla que resume ciertas porfirias asociadas con errores genéticos en el
metabolismo del grupo hemo.

Las FIG. 3A y FIG. 3B representan la variante 1 de un transcrito de la secuencia de ARNm de ALAS1 humano
(Ref. Sec. NM_000688.4 (G1:40316942, registro con fecha de 19 de noviembre de 2011), SEQ ID NO: 1).

Las FIG. 4A y 4B representan el transcrito de la secuencia de ARNm de ALAS1 humano (Ref. Sec.
NM_000688.5 (Gl: 362999011, registro con fecha de 1 de abril de 2012), SEQ ID NO: 382).

La FIG. 5 muestra la dosis-respuesta del ARNip AD-53558 para la supresion del ARNm de ALAS1 de raton
(ALASTr) con relaciéon a un control de PBS. También se muestran los resultados para un control de luciferasa
(LUC) AD-1955.

La FIG. 6 muestra la dosis-respuesta del ARNip AD-53558 para la supresion del ARNm de ALAS1 en ratas con
relacién a un control de PBS. También se muestran los resultados para un control de luciferasa (LUC) AD-1955.

La FIG. 7 muestra la durabilidad de la supresion del ARNm de ALAS1 de raton (ALAS1r) por parte del ARNip
AD-53558 con relacion a un control de PBS.

La FIG. 8 muestra las medias * desviaciones estandar de los niveles de ALA en plasma (en pM) en el punto de
referencia y después de un tratamiento con fenobarbital en los grupos experimentales (ARNip de ALAS1) y de
control (ARNip de LUC).

La FIG. 9 muestra los niveles de ALA en plasma (en uM) de animales individuales en el punto de referencia y
después del tratamiento con fenobarbital en animales que recibieron tratamiento con ARNip de ALAS1 y control
(ARNip de LUC).

La FIG. 10 muestra las medias + desviaciones estandar de los niveles de PBG en plasma (en uM) en el punto
de referencia y después de un tratamiento con fenobarbital en animales que recibieron tratamiento con ARNip
de ALAS1 y control (ARNip de LUC).
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La FIG. 11 muestra los niveles de PBG en plasma (en uM) de animales individuales en el punto de referencia y
después del tratamiento con fenobarbital en animales que recibieron tratamiento con ARNip de ALAS1 y control
(ARNip de LUC).

La FIG. 12 muestra el nivel de ARNm de ALAS1r relativo en el higado en el punto de referencia y después de
un tratamiento con fenobarbial en animales experimentales representativos seleccionados (ARNip de ALAS1) y
de control (PBS).

La FIG. 13 muestra los efectos de tres ARNip de ALAS1r conjugados con GalNAc sobre la expresion de ALAS1r
(en comparacion con un control de PBS) en tejido hepatico de raton.

La FIG. 14 muestra los niveles de ALA y PBG en plasma en funcién del tiempo después de la administracién de
fenobarbital y el tratamiento con ARNip de ALAS1 o ARNip de LUC como control.

La FIG. 15 muestra los efectos de un ARNip de ALAS1 conjugado con GalNAc sobre los niveles de ALA en
plasma y PBG en plasma en el modelo de induccién con fenobarbital de AIP en ratén.

La FIG. 16 muestra los efectos dependientes de la dosis de un ARNip de ALAS1 en los niveles en plasma de
ALA y PGB en el modelo de induccion con fenobarbital de AIP en ratdn. Para los animales que recibieron ARNip
de ALASH1, la dosis de ARNip administrada (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg o 1.0 mg/kg) se muestra en el eje
horizontal.

La FIG. 17, panel superior, muestra el disefio experimental utilizado para estudiar la supresién de ALA y PGB
con ARNip de ALASI1. El panel inferior muestra los niveles en plasma de ALA y PBG en el punto de referencia,
en la condicion de control (Luc) y después del tratamiento con ARNip de ALAS1 en la semana 0, semana 2 y
semana 4.

La FIG. 18 muestra el disefio experimental utilizado para comparar los efectos del tratamiento con ARNip de
ALAS1 o hemina en un modelo en animales de AIP (parte superior) y los resultados para los niveles en plasma
de ALA (umol/L) (parte central) y niveles en plasma de PBG (umol/L) (parte inferior).

La FIG. 19 muestra los niveles de ARNm relativos (ALAS1/GAPDH) en animales tratados con 30 mg/kg, 10
mg/kg o 3 mg/kg de AD-58632 en comparacion con los animales tratados con control de PBS.

La FIG. 20 muestra el disefio experimental utilizado para investigar el efecto de respuesta a la dosis del
conjugado AD-58632-ALAS1-GalNAc en un modelo de AIP en rata.

La FIG. 21 muestra los niveles relativos de ARNm de PBGD en el higado (grafico superior) y los niveles
relativos de ARNm de ALAS1 en el higado (grafico inferior) en un modelo en rata de AIP. Los grupos de
animales se sometieron a uno de cuatro tratamientos: (1) tratamiento con fenobarbital (PB) solo, (2) tratamiento
con fenobarbital y ARNip de porfobilindgeno-desaminasa (PBGD), (3) fenobarbital, ARNip de PBGD y 30 mg/kg
de ARNip de ALAS1, (4) fenobarbital, ARNip de PBGD y 10 mg/kg de ARNip de ALAS1.

La FIG. 22 muestra los niveles en orina de PBG (panel superior) y ALA (panel inferior) respecto a los niveles de
creatinina en un modelo en rata de AIP. Los grupos de animales se sometieron a uno de cuatro tratamientos: (1)
tratamiento con fenobarbital (PB) solo, (2) tratamiento con fenobarbital y ARNip de porfobilinégeno-desaminasa
(PBGD), (3) fenobarbital, ARNip de PBGD y 30 mg/kg de ARNip de ALAS1, (4) fenobarbital, ARNip de PBGD y
10 mg/kg de ARNip de ALAST.

La FIG. 23 muestra la supresion de ARNm de ALAS-1 por AD-58632, en comparacién con el control de PBS, en
grupos de ratas que recibieron cinco dosis diarias de ARNip de 6 mg/kg, 2 mg/kg o 1 mg/kg frente a dosis en
bolo tnico de ARNip de 30 mg/kg, 10 mg/kg o 5 mg/kg.

La FIG. 24 muestra la supresion de ARNm de ALAS-1 por AD-58632, en comparaciéon con control de PBS, en
grupos de ratas que recibieron cuatro dosis semanales de ARNip de 10 mg/kg, 5 mg/kg o 2.5 mg/kg.

La FIG. 25 muestra la supresion de ARNm de ALAS-1 por AD-58632 y por cinco duplex de
nonadecamero/nonadecamero.

La FIG. 26 muestra los resultados de una evaluacion del efecto de la longitud de la hebra y en protuberancias
en el mejor de los dos nonadecameros.

La FIG. 27 es un grafico que muestra los niveles de ARNm de ALAS1 en el higado (barras de la izquierda) y en
suero (barras de la derecha) para cada grupo de tratamiento en el estudio NHP descrito en el Ejemplo 34.

La FIG. 28 muestra la supresion de ARNm de ALAS-1, en comparacién con el control de PBS, en grupos de
ratas que recibieron 3 mg/kg o 10 mg/kg de AD-58632 o AD-60489.
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La FIG: 29 muestra el disefo experimental utilizado para investigar la eficacia de los ARNip de ALAS1 AD-
58632 y AD-60489 en la supresion de ARNm hepatico en primates no humanos.

La FIG. 30 muestra la supresion dependiente de la dosis de ARNm hepatico en primates no humanos tras el
tratamiento con 1.25 mg/kg, 2.5 mg/kg o 5 mg/kg de AD-58632 o AD-60489.

La FIG. 31 muestra una comparacioén de los resultados de supresién de ARNm obtenidos de biopsias hepaticas
y del ensayo cERD en un estudio con primates no humanos.

La FIG. 32 muestra el transcurso temporal de la supresion de ARNm segun se evalla utilizando el ensayo cERD
en un estudio con primates no humanos. El eje horizontal muestra el tiempo de acuerdo con el dia de estudio.

La FIG. 33 muestra la supresion de ARNm de ALAS1 en ratas que recibieron PBS o una Unica dosis de 5 mg/kg
de uno de los duplex de ARNip indicados.

La FIG. 34 muestra las concentraciones hepaticas del ARNip en ratas que recibieron una Unica dosis de 5
mg/kg del ARNip indicado.

La FIG. 35 (parte superior) muestra el disefio experimental utilizado para investigar la eficacia terapéutica de
AD-60925 y AD-60926. La FIG. 35 (parte inferior) muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1/GAPDH de
rata en ratas tratadas con (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD y PB, (3) AF-11PBGD, PB, y 3 mg/kg de AD-60925,
o (4) AF11-PBGD, PB, y AD-60926.

La FIG. 36 muestra los niveles relativos de PBG en orina (parte superior) y ALA en orina (parte inferior) en ratas
tratadas con (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD y PB, (3) AF-11PBGD, PB, y 3 mg/kg de AD-60925, o (4) AF11-
PBGD, PB, y AD-60926.

La FIG. 37 muestra los niveles relativos de PBG en orina (parte superior) y ALA en orina (parte inferior) en el
tiempo en ratas tratadas con (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD y PB, (3) AF-11PBGD, PB, y 3 mg/kg de AD-
60925, o (4) AF11-PBGD, PB, y AD-60926. Las flechas indican los puntos temporales en los que se administré
PB.

La FIG. 38 muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en ratas que recibieron 4 dosis
de PBS 0 2.5 mg/kg de uno de los ARNip indicados.

La FIG. 39 muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en ratas que recibieron una Unica
dosis de PBS o 2.5 mg/kg de uno de los ARNip indicados.

La FIG. 40 (parte superior) muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en ratas que
recibieron una Unica dosis de PBS o 3 mg/kg de uno de los ARNip indicados. La FIG. 40 (parte inferior) muestra
la concentracién de ARNip en el higado.

La FIG. 41 (parte superior) muestra la supresién de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) por AD-60489, AD-
60519 y AD-60901. La FIG. 41 (parte inferior) muestra la concentracién de ARNip en el higado.

La FIG. 42 muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en ratas que fueron tratadas con
una Unica dosis de PBS o 2.5 mg/kg de uno de los ARNip indicados.

La FIG. 43 muestra los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en ratas que fueron tratadas con
PBS o uno de los ARNip indicados con una dosis de 2.5 mg/kg dos veces a la semana durante 2 semanas.

La FIG. 44 (parte superior) muestra una representacion esquematica del disefio experimental utilizado para
investigar la eficacia terapéutica de multiples dosis bisemanales de AD-60519. La FIG. 44 (parte inferior)
muestra graficos que presentan la supresion de PBG en orina y ALA en orina en ratas que fueron tratadas con
(i) ARNip de PBGD vy seis dosis de PBS, (ii) ARNip de PBGD, PB y seis dosis de PBS, (iii) ARNip de PBGD, PB
y seis dosis de 2.5 mg/kg de AD-60519 o (iv) ARNip de PBGD, PB y seis dosis de 5 mg/kg de AD-60519.

La FIG. 45 muestra graficos que presentan la supresion de PBG en suero (grafico superior) y ALA en suero
(gréfico inferior) en un modelo de AIP en ratones que fueron tratados con (i) ARNip de PBGD vy seis dosis de
PBS (punto de referencia), (ii) ARNip de PBGD, PB vy seis dosis de PBS (solucién salina), (iii) ARNip de PBGD,
PB y seis dosis de 2.5 mg/kg de AD-60519 o (iv) ARNip de PBGD, PB y seis dosis de 5 mg/kg de AD-60519.

La FIG. 46 (parte superior) muestra una representacion esquematica del disefio experimental utilizado para
investigar la eficacia terapéutica de mdultiples dosis semanales de AD-60519. La FIG. 46 (parte inferior) muestra
un grafico que presenta los niveles relativos de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1/GAPDH) en ratas que fueron
tratadas con (i) ARNip de PBGD y cuatro dosis de PBS, (ii) ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de PBS, (iii)
ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de 3 mg/kg de AD-60519, (iv) ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de 1
mg/kg de AD-60519 o (v) ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de 0.3 mg/kg de AD-60519.
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La FIG. 47 muestra graficos que presentan los niveles de PBG en orina (grafico superior) y ALA en orina (grafico
inferior) en ratas que fueron tratadas con (i) ARNip de PBGD y cuatro dosis de PBS, (ii) ARNip de PBGD, PB y
cuatro dosis de PBS, (iii) ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de 3 mg/kg de AD-60519, (iv) ARNip de PBGD, PB
y cuatro dosis de 1 mg/kg de AD-60519 o (v) ARNip de PBGD, PB y cuatro dosis de 0.3 mg/kg de AD-60519.

La FIG. 48 es una representacion esquematica que muestra el disefio de un estudio en primates no humanos en
el que se investigaron los efectos de los conjugados de ARN ip de ALAS1-GalNAc en la supresion del ARNm de
ALAS1 y ARNm de ALAS1 circulante.

La FIG. 49 es un grafico que muestra la supresion de ARNm hepatico en primates no humanos (NHP, por sus
siglas en inglés) tras el tratamiento con conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc.

La FIG. 50 es un grafico que muestra los niveles en suero normalizados de ARNm de ALAS1 en primates no
humanos (NHP) en diversos momentos durante el transcurso de un estudio en el que se investigaron los efectos
del tratamiento con conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc. Los dias en el eje horizontal corresponden a los
dias en la representacion esquematica en la FIG. 48.

La FIG. 51 muestra los niveles de ARNm de ALAS1 normalizados (mostrados como una fraccién del nivel
predosis) segun se evalla en un estudio de Unica dosis en ratas que utilizé cERD en orina para monitorizar la
supresion de ALAST.

La FIG. 52 es una representacion esquematica que muestra el disefio de un estudio en primates no humanos en
el que se investigaron los efectos de multiples dosis y de una Unica dosis de AD-60519 en la supresion de
ARNm de ALAS1 en higado y ARNm de ALAST circulante.

La FIG. 53 es un gréafico de barras que muestra los niveles de ARNm de ALAS1 en higado relativos promedio
(% de control de PBS) en el dia de estudio 24 (grupos de multiples dosis) o en el dia de estudio 4 (grupos de
Unica dosis).

La FIG. 54 es un grafico que muestra los niveles de ARNm de ALAS1 en suero normalizados (mostrados como
una fraccion del nivel predosis) segun se evalla utilizando cERD para los grupos de mudltiples dosis (grafico
superior, que muestra los resultados hasta el dia 24) y grupos de una Unica dosis (grafico inferior, que muestra
los resultados hasta el dia 22).

La FIG. 55 es un gréafico que muestra los niveles de ARNm en higado, ARNm en suero y ARNm en orina en el
dia de estudio 4 (en los grupos de una Unica dosis) o en el dia de estudio 24 (en los grupos de multiples dosis).
Se muestran los datos para los animales individuales y los promedios para cada grupo.

La FIG. 56 es un grafico que muestra los niveles normalizados de ARNm de ALAS1 en suero (mostrados como
una fraccién del nivel predosis) después de 8 semanas segln se evalué utilizando cERD para los grupos de
multiples dosis. Cada punto de datos del grafico representa el ARNm de ALAS1 restante para el promedio del
grupo de muestras de 3 animales = la desviacion estandar del grupo.

La FIG. 57 es una representacion esquematica de la estructura de ALN-60519 (también denominada en la
presente AD-60519). La FIG. 57 describe las SEQ ID Nos 5238-5239, respectivamente, en orden de aparicion.

La FIG. 58 muestra los niveles de ARNm de ALAS1 segln se evallan en muestras de suero o de orina
coincidentes obtenidas de pacientes con AIP o voluntarios sanos normales (NHV, por sus siglas en inglés). Los
niveles de ARNm de ALAS1 en suero u orina se midieron utilizando el método cERD. En los pacientes con AIP
Ay B, se recogi6 un segundo conjunto de muestras de suero y orina para evaluar la variabilidad de ARNm de
ALAS1 en el tiempo.

Descripcidn detallada

El ARNi dirige la degradacion de ARNm especifica segun la secuencia mediante un proceso conocido como
interferencia por ARN (iARN). En la presente se describen ARNi y métodos para utilizarlos con el fin de inhibir la
expresion de un gen ALAS1 en una célula o un mamifero, donde el ARNi tiene como diana un gen ALAS1. También
se proporcionan composiciones y métodos para trastornos relacionados con la expresién de ALAS1 tales como las
porfirias (p. ej., porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (porfiria de Doss o ADP), porfiria intermitente
aguda, porfiria eritropoyética congénita, porfiria cutanea tardia, coproporfiria hereditaria (coproporfiria), porfiria
variegata, protoporfiria eritropoyética (EPP), anemia sideroblastica relacionada con X (XLSA) y eritroporfiria
transitoria de la infancia).

Las porfirias son trastornos heredados o adquiridos que pueden ser provocados por una actividad reducida o
potenciada de enzimas especificas de la via biosintética del grupo hemo, que también se denomina en la presente
via de las porfirinas (remitase a la FIG. 1). Las porfirinas son los precursores principales del grupo hemo. Las
porfirinas y los precursores de porfirinas incluyen acido &-aminolevulinico (ALA), porfopilinégeno (PBG),
hidroximetilbilano (HMB), uroporfirinégeno | o lll, coproporfirinégeno | o lll, protoporfrinégeno IX y protoporfirina IX. El

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2804510 T3

grupo hemo es una parte esencial de la hemoglobina, mioglobina, catalasas, peroxidasas y citocromos, incluyendo
estos ultimos los citocromos hepaticos P450 y respiratorios. El grupo hemo se sintetiza en la mayoria de las células
humanas o en todas ellas. Aproximadamente un 85% del grupo hemo se produce en células eritroides,
principalmente para la hemoglobina. La mayor parte del grupo hemo remanente se produce en el higado, un 80%
del cual se utiliza para la sintesis de los citocromos. La deficiencia de enzimas especificas de la via de las porfirinas
conlleva una produccién insuficiente del grupo hemo y también una acumulacién de porfirinas y/o precursores de
porfirinas, que son toxicos para la funcion de células u 6rganos en concentraciones elevadas.

Las porfirias se pueden manifestar con complicaciones neurolégicas ("agudas"), problemas de la piel ("cutaneos") o
ambos. Las porfirias se pueden clasificar en funciéon del sitio principal de la sobreproduccion y acumulacion de
porfirinas o sus precursores. En las porfirias hepaticas, las porfirinas y los precursores de porfirinas se
sobreproducen principalmente en el higado, mientras que en las porfirias eritropoyéticas, las porfirinas se
sobreproducen en las células eritroides en el hueso. Las porfirias agudas o hepaticas conllevan la disfuncién del
sistema nervioso y manifestaciones neurolégicas que pueden afectar tanto al sistema nervioso central como al
periférico, lo cual provoca sintomas tales como, por ejemplo, dolor (p. ej., dolor abdominal y/o dolor neuropatico
crénico), vomitos, neuropatia (p. €j., neuropatia aguda, neuropatia progresiva), debilidad muscular, convulsiones,
problemas mentales (p. ej., alucinaciones, depresién-ansiedad, paranoia), arritmias cardiacas, taquicardia,
estrefiimiento y diarrea. Las porfirias cutaneas o eritropoyéticas afectan principalmente a la piel y provocan sintomas
tales como fotosensibilidad, la cual puede ser dolorosa, ampollas, necrosis, picores, hinchazén y un mayor
crecimiento del pelo en areas tales como la frente. La infeccion posterior de las lesiones de la piel puede provocar la
pérdida de tejidos y huesos, asi como también cicatrices, desfiguracién y pérdida de dedos (p. €j., de las manos y de
los pies). La mayoria de las porfirias estan provocadas por mutaciones que codifican enzimas de la via biosintética
del grupo hemo. En la FIG. 2 se proporciona un resumen de las porfirias asociadas con errores genéticos en el
metabolismo del grupo hemo.

No todas las porfirias son genéticas. Por ejemplo, los pacientes con una enfermedad hepatica pueden desarrollar
una porfiria como resultado de la disfuncion hepatica y se ha descrito una forma transitoria de eritroporfiria
(eritroporfiria transitoria de la infancia) en la infancia (remitase a Crawford, R.Il. et al., J Am Acad Dermatol. agosto de
1995; 33(2 Pt 2):333-6.) Los pacientes con PCT pueden adquirir una actividad deficiente de la uroporfirinégeno-
descarboxilasa (URO-D), debido a la formaciéon de una enzima ORO-D con una actividad enzimatica inferior a la
normal (remitase a Phillips et al. Blood, 98:3179-3185, 2001).

La porfiria intermitente aguda (AIP) (también denominada deficiencia de porfobilinégeno (PBG)-desaminasa o
deficiencia de hidroximetilbilano-sintasa (HMBS)) es el tipo mas comun de porfiria hepatica aguda. Otros tipos de
porfirias hepaticas agudas incluyen la coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata (VP) y porfiria debida a la
deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP). Las porfirias hepaticas agudas se describen, p. €j., en Balwani, M y Desnick,
R.J., Blood, 120:4496-4504, 2012.

Normalmente, AIP es una enfermedad dominante autosémica que se caracteriza por una deficiencia de la enzima
porfobilinégeno-desaminasa (PBG-desaminasa); esta enzima también se conoce como hidroximetilbilano-sintasa
(HMB-sintasa o HMBS). La PBG-desaminasa es la tercera enzima de la via biosintética del grupo hemo (remitase a
la FIG. 1) y cataliza la condensacién cabeza con cola de cuatro moléculas de porfobilinégeno para obtener el
tetrapirrol lineal hidroximetilbilano (HMB). Como alternativa, se han descrito variantes de transcritos de corte y
empalme que codifican diferentes isoformas de la PBG-desaminasa. Las mutaciones en el gen de la PBG-
desaminasa se asocian con la AlIP. Tales mutaciones pueden provocar una reduccién de las cantidades de PBG-
desaminasa y/o una reduccion de la actividad de la PBG-desaminasa (los individuos afectados normalmente
presentan una reduccién de ~50% en la actividad de la PBG-desaminasa).

Existen al menos dos modelos diferentes de la patofisiologia de AIP y otras porfirias hepaticas agudas (remitase, por
ejemplo, a Lin CS-Y et al., Clinical Neurophysiology, 2011; 122:2336-44). De acuerdo con un modelo, la reduccién
de la produccién del grupo hemo como resultado de la deficiencia de la PBG-desaminasa provoca una deficiencia
energética y degeneracion axénica. De acuerdo con el otro modelo, actualmente mas favorecido, la acumulacion de
precursores de porfirinas (p. ej., ALA y PBG) provoca neurotoxicidad.

Se ha establecido que la AIP presenta una prevalencia de incluso 1 en 10 000 en ciertas poblaciones (p. €j., en el
norte de Suecia; remitase a Floderus Y et al. Clin Genet. 2002;62:288-97). Se estima que la prevalencia en la
poblacién general en los Estados Unidos y Europa, excluido el Reino Unido, es desde aproximadamente 1 en 10 000
hasta 1 en 20 000. La enfermedad clinica se manifiesta en si Unicamente en aproximadamente un 10-15% de los
individuos que son portadores de las mutaciones que se sabe que estan asociadas con la AIP. Sin embargo, la
penetrancia es de incluso un 40% en individuos con ciertas mutaciones (p. €j., la mutacién W198X). Normalmente, la
AIP es latente antes de la pubertad. Los sintomas son mas comunes en mujeres que en hombres. Probablemente la
prevalencia de la enfermedad se subestima debido a su penetrancia incompleta y a los periodos prolongados de
latencia. En los Estados Unidos, se estima que existen aproximadamente 2000 pacientes que han sufrido al menos
un ataque. Se estima que existen aproximadamente 150 casos recurrentes activos en Francia, Suecia, el Reino
Unido y Polonia; estos pacientes son principalmente mujeres jovenes, con una edad media de 30. Remitase, p. €j., a
Elder et al., J Inherit Metab Dis., publicado en linea el 1 de noviembre de 2012.
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La AIP afecta, por ejemplo, al sistema nervioso central, autonémico, periférico y visceral. Los sintomas de la AIP son
variables e incluyen sintomas gastrointestinales (p. ej., dolor abdominal intenso y poco localizado, nausea/vomitos,
estrefiimiento, diarrea, ileo), sintomas urinarios (disuria, retencién/incontinencia urinaria u orina oscura, p. €j., orina
roja oscura), sintomas neuroldgicos (p. €j., neuropatia sensorial, neuropatia motriz (p. ej., que afecta a los nervios
craneales y/o que provoca debilidad en los brazos o las piernas), convulsiones, dolor neuropatico (p. e€j., dolor
asociado con una neuropatia progresiva, p. €j., dolor neuropdtico cronico), sintomas neuropsiquiatricos (p. €j.,
confusién mental, ansiedad, agitacion, alucinacion, histeria, delirio, apatia, depresion, fobias, psicosis, insomnio,
somnolencia, coma), participacion del sistema nervioso autonémico (que provoca, p. €j., sintomas cardiovasculares
tales como taquicardia, hipertension y/o arritmias, asi como también otros sintomas tales como, p. €j., un incremento
de los niveles de catecolamina en circulacion, sudoracion, inquietud y/o temblores), deshidratacion y anomalias
electroliticas. Los sintomas mas comunes son dolor abdominal y taquicardia. Manifestaciones neuroldgicas
incluyend neuropatias motoras y autonémicas y convulsiones. Los pacientes presentan frecuentemente dolor
neuropatico cronico y desarrollan una neuropatia progresiva. Los pacientes con ataques recurrentes a menudo
presentan un prédromo. Se puede producir una pardlisis permanente después de un ataque grave. La recuperacién
de ataques graves que no se tratan inmediatamente puede llevar semanas o meses. Un ataque agudo puede
resultar mortal, p. ej., debido a la paralisis de musculos respiratorios 0 a un paro cardiovascular provocado por el
desequilibrio de los electrolitos (remitase, p. ej., a Thunell S. Hydroxymethylbilane Synthase Deficiency. 27 de
septiembre de 2005 [actualizado el 1 de septiembre de 2011]. En: Pagon RA, Bird TD, Dolan CR et al., editores.
GeneReviews™ [Internet]. Seattle (WA): Universidad de Washington, Seattle; 1993- (en lo sucesivo en la presente
Thunell (1993)). Antes de la existencia de tratamientos con hemina, hasta un 20% de los pacientes con AIP fallecian
a causa de la enfermedad.

En los individuos que son portadores de genes para la AlP, el riesgo de cancer hepatocelular es mayor. En aquellos
que padecen ataques recurrentes, el riesgo de cancer hepatocelular es particularmente grave: después de la edad
de 50, el riesgo es casi 100 veces mayor que en la poblacion general.

Los ataques de porfiria aguda se pueden precipitar debido a factores endégenos o exdgenos. Los mecanismos
mediante los cuales tales factores inducen ataques pueden incluir, por ejemplo, un incremento de la demanda de las
enzimas P450 hepaticas y/o una induccion de la actividad de ALAS1 en el higado. Un incremento de la demanda de
las enzimas P450 hepaticas provoca una reduccion del grupo hemo hepatico libre, de este modo se induce la
sintesis de ALAS1 hepatico.

Los factores precipitantes incluyen ayuno (u otras formas de ingesta calérica reducida o inadecuada, debido a dietas
extremas, atletismo de fondo, etc.), estrés metabdlico (p. ej., infecciones, cirugia, viajes aéreos internacionales y
estrés psicologico), hormonas enddgenas (p. ej., progesterona), fumar cigarrillos, agentes quimicos exdgenos
liposolubles (que incluyen, p. ej., agentes quimicos presentes en el humo del tabaco, ciertos farmacos recetados,
disolventes organicos, biocidas, componentes de bebidas alcohdlicas), factores endocrinos (p. ej., hormonas
reproductivas (las mujeres pueden experimentar exacerbaciones durante el periodo premenstrual), estrogenos
sintéticos, progesteronas, estimulantes de la ovulacién y terapia de reemplazo hormonal). Remitase, por ejemplo, a
Thunell (1993).

Se han contraindicado mas de 1000 farmacos para las porfirias hepaticas agudas (p. €j., AIP, HCP, ADP y VP), que
incluyen, por ejemplo, alcohol, barbitiricos, Carbamazepina, Carisoprodol, Clonazepam (dosis elevadas), Danazol,
Diclofenac y posiblemente otros NSAID (siglas en inglés referentes a los antiinflamatorios no esteroideos), hongos
Ergot, estrégenos, Eticlorvinol, Glutetimida, Griseofulvina, Mefenitoina, Meprobamato (también mebutamato y
tibutamato), Metiprilén, Metodopramida, Fenitoina, Primidona, progesterona y progestinas sintéticas, Pirazinamida,
Pirazolonas (aminopirina y antipirina), Rifampina, Succinimidas (etosuximida y metsuximida), antibiétidos de tipo
sulfonamida y &cido valproico.

Los signos objetivo de la AIP incluyen un cambio de color de la orina durante un ataque agudo (la orina puede
aparecer de color rojo o rojo parduzco) y un incremento de las concentraciones de PBG y ALA en la orina durante un
ataque agudo. La evaluacién genética molecular ha identificado mutaciones en el gen de la PBG-desaminasa
(también conocida como HMBS) en mas de un 98% de individuos afectados. Thunell (1993).

El diagnéstico de la porfiria puede implicar la evaluacion de los antecedentes familiares, evaluacion de los niveles
del precursor de la porfirina en orina, sangre o heces, y/o evaluacién de la actividad enzimatica y analisis de la
mutacion del ADN.EI diagnéstico diferencial de las porfirias puede implicar la determinaciéon del tipo de porfiria
midiendo niveles individuales de porfirinas o precursores de porfirinas (p. €j., ALA, PBG) en la orina, las heces y/o el
plasma (p. ej., mediante cromatografia y fluorometria) durante un ataque. El diagnéstico de la AIP se puede
confirmar estableciendo que la actividad de la PBG-desaminasa en eritrocitos corresponda a un 50% del nivel
normal o menos. En pacientes y miembros familiares de riesgo se pueden llevar a cabo evaluaciones del ADN en
busca de mutaciones. El diagndstico de la AIP se confirma normalmente mediante una evaluacién del ADN para
identificar una mutacién génica causal especifica (p. ej., una mutacién en HMBS).

La gestion actual de ataques agudos de AIP incluye hospitalizacién, monitorizaciéon de sintomas y el cese de
farmacos no seguros. Normalmente, el tratamiento de ataques agudos requiere hospitalizacion para controlar y tratar
los sintomas agudos, que incluyen, p. ej., dolor abdominal, convulsiones, deshidratacion/hiponatremia,
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nauseas/vémitos, taquicardia/hipertension, retencién urinaria/ileo. Por ejemplo, el dolor abdominal se puede tratar, p.
ej.,, con analgésicos narcoticos, las convulsiones se pueden tratar con precauciones para las convulsiones y
posiblemente medicamentos (aunque muchos de los medicamentos contra las convulsiones estan contraindicados),
las nduseas/vémitos se pueden tratar, p. €j., con fenotiazinas y la taquicardia/hipertensién se puede tratar, p. €j., con
bloqueadores beta. El tratamiento puede incluir la retirada de medicamentos no seguros, la monitorizacion de la
funcién respiratoria, asi como también del estado neuroldgico y la fuerza muscular. Los ataques moderados (p. €j.,
los que no presentan paresia ni hiponatremia) se pueden tratar con al menos 300 g de glucosa al 10% intravenosa
por dia, aunque cada vez con mas frecuencia se proporciona hemina inmediatamente. Normalmente, los ataques
graves se tratan tan pronto como sea posible con hemina intravenosa (3-4 mg/kg diariamente durante 4-14 dias) y
con glucosa IV mientras se espera que la hemina IV haga efecto. Normalmente, los ataques se tratan con hemina IV
durante 4 dias y con glucosa IV mientras se espera a que se administre la hemina IV. En un plazo de 3-4 dias desde
el comienzo de la administracién de hemina, suele haber una mejora clinica acompafnada por un descenso de los
niveles de ALA y PBG.

La hemina (Panhematin® o hemina para inyeccion, previamente conocida como hematina) es el Unico producto de
tipo hemo aprobado para ser utilizado en los Estados Unidos y fue el primer farmaco aprobado segun el Orphan
Drug Act. Panhematin® es hemina obtenida a partir de glébulos rojos procesados (PRBC, por sus siglas en inglés) y
consiste en Protoporfirina IX que contiene un ién de hierro férrico (Hemo B) con un ligando de tipo cloruro. El grupo
hemo actiua limitando la sintesis hepatica y/o medular de la porfirina. EI mecanismo exacto mediante el cual la
hemina produce una mejora de los sintomas en pacientes con episodios agudos de las porfirias hepaticas no ha sido
elucidado; sin embargo, es probable que su accidén sea debida a la inhibicién (por retroalimentacion) de la acido &-
aminolevulinico (ALA)-sintasa, la enzima que limita la velocidad de la via biosintética de las porfirinas/del grupo
hemo. Remitase a la etiqueta del producto Panhematin®, Lundbeck, Inc., octubre de 2010. La inhibicion de la ALA-
sintasa deberia provocar una reduccion de la produccion de ALA y PBG, asi como también de las porfirinas y los
intermedios de porfirinas.

Los inconvenientes de los productos de tipo hemo (p. €j., hemina) incluyen un impacto retrasado en los sintomas
clinicos e incapacidad para prevenir la recurrencia de los ataques. Las reacciones adversas asociadas con la
administracion de hemo (p. €j., hemina) pueden incluir flebitis (p. ej., tromboflebitis), dificultad con el acceso venoso,
anticoagulacion (o coagulopatias), trombocitopenia, insuficiencia renal o sobrecarga de hierro, la cual es
particularmente probable en pacientes que requieren multiples programas de tratamiento con hemina para ataques
recurrentes. Para prevenir la flebitis, se necesita una sonda venosa permanente de acceso en pacientes con
ataques recurrentes. Puede ocurrir dafio renal con dosis altas. Los efectos secundarios que se registran de forma
poco habitual incluyen fiebre, dolor, malestar, hemdlisis, anafilaxis e insuficiencia circulatoria. Remitase a Anderson,
K.E., Approaches to Treatment and Prevention of Human Porphyrias, en The Porphyrin Handbook: Medical Aspects
of Porphyrins, editado por Karl M. Kadish, Kevin M. Smith, Roger Guilard (2003) (en lo sucesivo en la presente
Anderson).

Resulta dificil preparar el grupo hemo en una forma estable para la administracién intravenosa. Este es insoluble a
un pH neutro pero se puede preparar como el hidréxido de hemo a un pH de 8 o superior. Anderson. Panhematin es
un preparado de hemina liofilizada. Cuando la hemina liofilizada se solubiliza para la administracion intravenosa, se
forman rapidamente productos de degradacion; estos productos de degradaciéon son los responsables de que se
produzca un efecto anticoagulante transitorio y flebitis en el punto de la infusién. Anderson. La albdmina que
contiene hemo y el arginato de hemo (Normosang, la versiébn europea de la hemina) son mas estables v,
potencialmente, pueden provocar menos tromboflebitis. Sin embargo, el uso del arginato de hemo no esta aprobado
en los Estados Unidos. Panhematin se puede estabilizar solubilizandolo para infusiéon en albdmina humana al 30%
en lugar de en agua estéril; sin embargo, la albimina afade efectos de expansién del volumen intravascular e
incrementa el costo del tratamiento, asi como también el riesgo de patégenos ya que se aisla a partir de sangre
humana. Remitase, p. €j., a Anderson supra.

El tratamiento con éxito de un ataque agudo no evita ni retrasa su reaparicion. Existe la duda de si la hemina en si
puede desencadenar ataques recurrentes debido a la induccion de la hemo-oxigenasa. A pesar de ello, en algunas
areas (especialmente Francia), se esta tratando a mujeres jovenes con mudltiples ataques recurrentes con hemina
semanalmente con el objetivo de alcanzar la profilaxis.

La experiencia limitada con trasplantes de higado sugiere que, cuando tienen éxito, suponen un tratamiento eficaz
para la AIP. Se han producido aproximadamente 12 trasplantes en pacientes humanos en Europa, con efectos
curativos o variados. El trasplante de higado puede restablecer la excrecion normal de ALA y PBG vy evitar los
ataques agudos. Remitase, p. €j., a Dar, F.S. et al. Hepatobiliary Pancreat. Dis. Int., 9(1):93-96 (2010). Ademas, si el
higado de un paciente con AIP se trasplanta en otro paciente ("trasplante domind"), el paciente que recibe el
trasplante puede desarrollar AlP.

Entre los efectos clinicos a largo plazo de las porfirias agudas, se encuentra el dolor neuropatico cronico que puede
ser el resultado de una neuropatia progresiva debida a los efectos neurotodxicos, p. ej., de niveles elevados de
precursores de porfirinas (p. €j., ALA y/o PBG). Los efectos neurotdxicos pueden estar asociados con la produccion
del intermedio hemo téxico, por ejemplo, sefializacion de GABA alterada y/o produccion de oxidacion mediada por
hierro y especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés).Los pacientes pueden sufrir dolor neuropatico
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antes de un ataque agudo o durante este. Los pacientes de edad mas avanzada pueden experimentar un
incremento del dolor neuropético con la edad, para el cual se recetan normalmente varios farmacos narcoéticos. Se
han registrado anomalias en el electromiograma y una reduccién de los tiempos de conduccién en pacientes con
porfirias hepaticas agudas. Cabe destacar que ratones con AIP (deficiencia de PBG-desaminasa) no inducidos ni
tratados desarrollan una neuropatia motriz progresiva que se ha demostrado que provoca la degeneracion y la
pérdida progresivas del axén del nervio de los cuadriceps debido a los niveles constitutivamente elevados de
precursores de porfirinas (ALA y PBG), a la deficiencia del grupo hemo y/o porfirinas (Lindberg et al., J. Clin. Invest.,
103(8): 1127—-1134, 1999). En pacientes con porfiria aguda (p. €j., ADP, AIP, HCP o VP), los niveles de precursores
de porfirinas (ALA y PBG) son a menudo elevados en pacientes sin sintomas y en pacientes con sintomas entre
ataques. Por lo tanto, cabe esperar que la reduccién de los precursores de porfirinas y el restablecimiento de la
biosintesis normal del grupo hemo mediante la reduccién del nivel de actividad y/o expresién de ALAS1 evite y/o
minimice el desarrollo de una neuropatia progresiva y cronica. Un tratamiento, p. ej., un tratamiento crénico (p. €j.,
un tratamiento periédico con ARNi segun se describe en la presente, p. €j., un tratamiento de acuerdo con una pauta
posoldgica segln se describe en la presente, p. €j., un tratamiento semanal o cada dos semanas) puede reducir de
forma continuada la expresion de ALAS1 en pacientes con porfiria aguda que presentan niveles elevados de
precursores de porfirinas, porfirinas, productos de porfirinas o sus metabolitos. Tal tratamiento se puede
proporcionar segin convenga para prevenir o reducir la frecuencia o la gravedad de los sintomas de un paciente
individual (p. ej., dolor y/o neuropatia) y/o para reducir el nivel de un precursor de porfirina, porfirina, producto o
metabolito de porfirina.

Es necesario identificar agentes terapéuticos novedosos que se puedan utilizar para el tratamiento de las porfirias.
Segun se ha discutido anteriormente, los tratamientos existentes tales como los productos de tipo hemo (p. €j.,
hemina) presentan numerosas desventajas. Por ejemplo, el impacto de la hemina sobre los sintomas clinicos
presenta un retraso, la hemina es cara y puede presentar efectos secundarios (p. ej., tromboflebitis, anticoagulacién,
trombocitopenia, sobrecarga de hierro, insuficiencia renal). Los agentes terapéuticos novedosos, tales como los que
se describen en la presente, pueden resolver estas desventajas y atender las necesidades no cubiertas de los
pacientes actuando mas rapidamente, no induciendo flebitis, proporcionando la comodidad de una administracion
subcutanea, evitando con éxito ataques recurrentes, evitando o mejorando el dolor (p. €j., dolor neuropatico cronico)
y/o una neuropatia progresiva, y/o no provocando ciertos efectos adversos asociados con la hemina (p. €j.,
sobrecarga de hierro, incremento del riesgo de padecer un cancer hepatocelular).

Los pacientes con AlA incluyen aquellos que padecen ataques recurrentes y aquellos que padecen ataques agudos
esporadicos. En los pacientes que padecen ataques recurrentes, aproximadamente un 5-10% tienen ataques
intermitentes recurrentes (2-3 ataques al afio) o ataques recurrentes (>4 ataques al afio). Estos pacientes son los
que mas probablemente consideren un trasplante de higado o reciban infusiones de hemo (p. ej., hemina)
profilacticas. Es probable que los pacientes con ataques recurrentes tengan una calidad de vida baja debido a largas
estancias hospitalarias, adiccién a opiaceos y/o toxicidad de la red venosa. La administracion crénica de hemo
puede inducir a la hemo-oxigenasa (HO-1). Por lo tanto, puede ser dificil que los pacientes dejen el hemo y algunos
requieren un tratamiento mas frecuente. Asi pues, algunos facultativos restringen el uso de hemo a los ataques mas
serios. En consecuencia, hay una necesidad médica no cubierta de profilaxis y tratamientos convenientes y eficaces
con una mejor tolerabilidad.

Para los pacientes que padecen ataques agudos, las directrices clinicas sugieren la administracion de hemo tan
pronto como sea posible. Sin embargo, dados los problemas del diagnéstico y la falta de una disponibilidad
inmediata del farmaco, la administracion puede verse retrasada. El inicio lento de los efectos del hemo (p. €j.,
hemina) y su mala tolerabilidad retrasan el momento de mejora. La persistencia de dolor abdominal grave, incluso
después de la administracién de hemo, puede requerir que los pacientes reciban opiaceos durante varios dias.

El retraso en la administracién del hemo o la exposiciéon prolongada a factores desencadenantes puede conllevar
complicaciones mas serias, que incluyen neuropatia motora y sintomas concomitantes (p. ej., debilidad, paresia). En
los casos graves pueden ocurrir insuficiencia respiratoria y pardlisis. La recuperacién de los sintomas neuroldgicos
puede requerir mucho mas tiempo hasta conseguir resolverlos. En consecuencia, en el contexto de ataques agudos,
se necesitan tratamientos que tiene un inicio de accién mas rapido y una mejor tolerabilidad.

La validacion farmacologica de ALAS1 como una diana del silenciamiento del ARNm esta respaldada por al menos
los siguientes hallazgos: ARNm de ALAS1 presenta un marcado aumento regulado durante un ataque; la
panhematina provoca una reduccion modulada de ALAS-1; y la adicion de hemo a las células hepaticas en cultivo
conlleva una reduccion del ARNm de ALAS-1. Varios hallazgos también indican que la supresion del ARNm de
ALAS1 se puede lograr teniendo como diana el higado. Por ejemplo, se ha mostrado que el trasplante de higado es
curativo; y los metabolitos derivados del higado impulsan los ataques (remitase, p. €j., a Dar et al. Hepatobiliary
Pancreat Dis Int. 9:93-6 (2010); Dowman et al. Ann Intern Med 154:571-2 (2011); y Wu et al. Genes Dev 23:2201-
2209 (2009). Por lo tanto, la reduccion de la expresion de ALAS1, p. ej., en el higado, utilizando composiciones de
ARNi se puede utilizar para tratar una porfiria. Las composiciones de ARNi se pueden utilizar para la profilaxis y
tratamiento agudo de porfirias. Por ejemplo, las composiciones de ARNi se pueden utilizar de manera profilactica en
un contexto de ataques recurrentes para inducir la supresion crénica o a largo plazo de la expresion de ALAS1 (que
conlleva una supresién crénica o a largo plazo de ALA/PBG) y, de esta manera, atenuar el aumento regulado
recurrente de ALAS1 que impulsa los ataques. Un tratamiento profilactico de este tipo puede reducir el nimero y
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gravedad de los ataques. En un contexto de ataque agudo, la administracion de una composicion de ARNi puede
tratar un ataque agudo, p. €j., al reducir los niveles de ALA/PBG.

La presente descripcion proporciona métodos y composiciones de ARNi para modular la expresién de un gen
ALASH1. La expresion de ALAS1 se puede reducir o inhibir utilizando un ARNi especifico para ALAS1, de este modo
se obtiene una reduccion de la expresion de un gen ALAS1. La reduccién de la expresién de un gen ALAS1 puede
reducir el nivel de uno o mas precursores de porfirinas, porfirinas, o productos o metabolitos de porfirinas. La
reduccion de la expresion de un gen ALAS1, asi como también reducciones relacionadas del nivel de uno o mas
precursores de porfirinas y/o porfirinas, puede ser Util en el tratamiento de trastornos relacionados con la expresion
de ALAST, p. €j., las porfirias.

Los ARNi de las composiciones que se exponen en la presente incluyen una hebra de ARN (la hebra antisentido)
que tiene una regién con una longitud de 30 nucleétidos o inferior, es decir, una longitud de 15-30 nucleétidos,
generalmente una longitud de 19-24 nucleétidos, donde dicha regién es sustancialmente complementaria respecto a
al menos parte de un transcrito de ARNm de un gen ALAS1 (también se denomina en la presente "ARNi especifico
para ALAS1"). El uso de un ARNi de este tipo permite la degradacion dirigida de los ARNm de genes que participan
en patologias asociadas con la expresion de ALAS1 en mamiferos, p. €j., porfirias tales como la porfiria debida a la
deficiencia de ALA-deshidratasa (también conocida como porfiria de Doss o plumboporfiria) o la porfiria intermitente
aguda. Unas dosis muy bajas de ARNi especificos para ALAS1 pueden mediar de forma especifica y eficaz la iARN,
lo cual provoca una inhibiciéon significativa de la expresién de un gen ALAS1. Los ARNi que tienen como diana
ALAS1 pueden mediar de forma especifica y eficaz la iARN, lo cual provoca una inhibicién significativa de la
expresion de un gen ALAST, p. €j., en ensayos basados en células. De este modo, los métodos y las composiciones
que incluyen estos ARNi son Utiles para tratar procesos patolégicos relacionados con la expresién de ALAST, tales
como las porfirias (p. ej., anemia sideroblastica relacionada con X (XLSA), porfiria debida a la deficiencia de ALA-
deshidratasa (porfiria de Doss), porfiria intermitente aguda (AIP), porfiria eritropoyética congénita, porfiria cutanea
tardia, coproporfiria hereditaria (coproporfiria), porfiria variegata, protoporfiria eritropoyética (EPP) y eritroporfiria
transitoria de la infancia).

La siguiente descripcion describe como preparar y utilizar composiciones que contienen ARNi para inhibir la
expresion de un gen ALAS1, asi como también composiciones y métodos para tratar enfermedades y trastornos
provocados o modulados por la expresién de este gen. Los aspectos de las composiciones farmacéuticas que se
exponen en la presente incluyen un ARNi que tiene una hebra antisentido que comprende una regién con una
longitud de 30 nucleétidos o inferior, generalmente una longitud de 19-24 nucleétidos, donde dicha region es
sustancialmente complementaria respecto a al menos parte de un transcrito de ARN de un gen ALASH1, junto con un
portador farmacéuticamente aceptable. Los aspectos de composiciones que se exponen en la presente también
incluyen un ARNi que tiene una hebra antisentido que tiene una regiéon de complementariedad con una longitud de
30 nucleotidos o inferior, generalmente una longitud de 19-24 nucle6tidos, y que es sustancialmente complementaria
respecto a al menos parte de un transcrito de ARN de un gen ALAST.

Por consiguiente, en algunos aspectos, se exponen en la presente composiciones farmacéuticas que contienen un
ARNi de ALAS1 y un portador farmacéuticamente aceptable, métodos para utilizar las composiciones con el fin de
inhibir la expresion de un gen ALAS1 y métodos para utilizar las composiciones farmacéuticas con el fin de tratar
trastornos relacionados con la expresién de ALAS1.

|. Definiciones

Para una mayor comodidad, a continuacion se proporciona el significado de ciertos términos y expresiones que se
utilizan en la memoria descriptiva, los ejemplos y las reivindicaciones adjuntas. En el caso de que exista una
discrepancia aparente entre el uso de un término en otras partes de esta memoria descriptiva y su definicion
proporcionada en esta seccion, la definicion de esta seccion debera prevalecer.

Las letras “G,” “C,” “A,” “T" y “U” se refieren en general, cada una de ellas, a un nucleétido que contiene guanina,
citosina, adenina, timidina y uracilo como base, respectivamente. Sin embargo, se sobreentendera que el término
"ribonucleétido” o "nucleétido” también se puede referir a un nucleétido modificado, seglin se detalla adicionalmente
mas adelante, o0 a un resto de reemplazo alternativo. El experto es consciente de que los restos de guanina, citosina,
adenina y uracilo se pueden reemplazar por otros restos sin alterar de forma sustancial las propiedades de
apareamiento de bases de un oligonucledtido que comprenda un nucleétido que contenga tal resto de reemplazo.
Por ejemplo, sin caracter limitante, un nucleétido que comprenda inosina como su base podra aparear sus bases
con nucleotidos que contengan adenina, citosina o uracilo. Por lo tanto, los nucleétidos que contengan uracilo,
guanidina o adenina se podran reemplazar en las secuencias de nucleétidos del ARNbc que se expone en la
presente por un nucleétido que contenga, por ejemplo, inosina. En otro ejemplo, los restos de adenina y citosina en
cualquier posicion del oligonucleétido se pueden reemplazar por restos de guanina y uracilo, respectivamente, para
formar un apareamiento de bases Wobble G-U con el ARNm diana. Las secuencias que contienen tales restos de
reemplazo son adecuadas para las composiciones y los métodos que se exponen en la presente.

El término “ALAS1” (también conocido como ALAS-1; &-aminolevulinato-sintasa 1; &-ALA-sintasa 1; acido 5'-
aminolevulinico-sintasa 1; ALAS-H; ALASH; ALAS-N; ALAS3; EC2.3.1.37; 5-aminolevulinato-sintasa, no especifica,
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mitocondrial; ALAS; MIG4; OTTHUMP00000212619; OTTHUMPO00000212620; OTTHUMP00000212621;
OTTHUMP00000212622; proteina 4 inductora de migracion; EC 2.3.1 ), tal como se utilizé en la presente, se refiere
a una enzima mitocondrial codificada en el nlcleo que es la primera enzima, y normalmente la enzima limitante de
la velocidad, de la via biosintética del grupo hemo en mamiferos. ALAS1 cataliza la condensacién de la glicina con
succinil-CoA para formar el acido 6-aminolevulinico (ALA). El gen ALAS1 humano se expresa de forma ubicua, se
encuentra en el cromosoma 3p21.1 y normalmente codifica una secuencia de 640 aminoacidos. Por el contrario, el
gen ALAS-2, que codifica una isozima, se expresa solamente en los eritrocitos, se encuentra en el cromosoma
Xp11.21 y normalmente codifica una secuencia de 550 aminodcidos. La expresion "proteina ALAS1", tal como se
utiliza en la presente, se refiere a cualquier variante proteica de ALAS1 de cualquier especie (p. €j., de un ser
humano, raton, primate no humano), asi como también a cualesquiera mutantes y fragmentos de esta que
conserven actividad de ALAS1. De forma similar, la expresion "transcrito de ALAS1" se refiere a cualquier variante
de un transcrito de ALAS1 de cualquier especie (p. €j., de un ser humano, ratén, primate no humano). Se puede
consultar un transcrito de ARNm de la de ALAS1 humano en NM_000688.4 (FIG. 3A y FIG. 3B; SEQ ID NO:1). Se
puede consultar otro transcrito de ARNm de ALAS1 humano, en NM_000688.5 (FIG. 4A y FIG. 4B; SEQ ID NO:382).
El nivel de la proteina ALAS1 codificada madura esta regulado por el grupo hemo: unos niveles elevados del grupo
hemo reducen la expresion de la enzima madura en las mitocondrias, mientras que unos niveles bajos del grupo
hemo incrementan su expresion. Se han identificado mdltiples variantes de corte y empalme alternativas que
codifican la misma proteina.

Las expresiones "ARNi", "iARN", "agente de ARNi" o "agente de iARN", tal como se utilizan en la presente, se
refieren a un agente que contiene ARN, tal como se define este término en la presente, y el cual media la escisién
dirigida de un transcrito de ARN, p. ej., mediante una via del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC).
Un ARNi, tal como se describe en la presente, puede ejercer la inhibicién de la expresién de ALAS1. La inhibicién de
la expresién de ALAS1 se puede evaluar basandose en la reduccion del nivel del ARNm de ALAS1 o la reduccién
del nivel de la proteina ALAS1. La expresion "secuencia diana", tal como se utiliza en la presente, se refiere a una
porcién contigua de la secuencia de nucleétidos de una molécula de ARNm formada durante la transcripcion de un
gen ALASH1, incluido el ARNm que es un producto del procesamiento de ARN de un producto de transcripciéon
primario. La porcion diana de la secuencia tendra una longitud que sea al menos suficiente para que sirva como
sustrato para la escisién dirigida por el ARNi en esa porcién o cerca de ella. Por ejemplo, la secuencia diana tendra
una longitud generalmente de 9-36 nucledtidos, p. ej., una longitud de 15-30 nucleétidos, incluidos todos los
subintervalos comprendidos entre estos valores. A modo de ejemplos no limitantes, la secuencia diana puede tener
15-30 nucleétidos, 15-26 nucledtidos, 15-23 nucleotidos, 15-22 nucleétidos, 15-21 nucledtidos, 15-20 nucleétidos,
15-19 nucleétidos, 15-18 nucleétidos, 15-17 nucledtidos, 18-30 nucledtidos, 18-26 nucleétidos, 18-23 nucledtidos,
18-22 nucleétidos, 18-21 nucleétidos, 18-20 nucleétidos, 19-30 nucleétidos, 19-26 nucleétidos, 19-23 nucleétidos,
19-22 nucleétidos, 19-21 nucleétidos, 19-20 nucleétidos, 20-30 nucleétidos, 20-26 nucleétidos, 20-25 nucleétidos,
20-24 nucleétidos, 20-23 nucleétidos, 20-22 nucleétidos, 20-21 nucleétidos, 21-30 nucleétidos, 21-26 nucledétidos,
21-25 nucleétidos, 21-24 nucleoétidos, 21-23 nucleétidos o 21-22 nucledtidos.

La expresion "hebra que comprende una secuencia", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un
oligonucleétido que comprende una cadena de nucleétidos descrita por la secuencia a la cual se hace referencia
utilizando la nomenclatura estandar de nucleétidos.

El término "complementariedad", tal como se utiliza en la presente y a menos que se indique de otro modo, cuando
se utiliza para describir una primera secuencia de nucleétidos en relacion con una segunda secuencia de
nucleétidos, se refiere a la capacidad de un oligonucle6tido o polinucleétido que comprende la primera secuencia de
nucleétidos para hibridarse y formar una estructura de tipo duplex en ciertas condiciones con un oligonucleétido o
polinucleétido que comprenda la segunda secuencia de nucleétidos, como sobreentendera un experto. Tales
condiciones pueden ser, por ejemplo, condiciones rigurosas, donde las condiciones rigurosas pueden incluir: NaCl
400 mM, PIPES 40 mM de pH 6.4, EDTA 1 mM, 50 °C o 70 °C durante 12-16 horas y a continuacién un lavado. Se
pueden aplicar otras condiciones tales como las condiciones fisiolégicamente relevantes que se pueden encontrar
dentro de un organismo. El experto sera capaz de determinar el conjunto de condiciones que sean mas adecuadas
para una prueba de complementariedad de dos secuencias de acuerdo con la aplicacion final de los nucleétidos
hibridados.

Las secuencias complementarias dentro de un ARNi, p. ej., dentro de un ARNbc que se describe en la presente,
incluyen el apareamiento de bases del oligonucleétido o polinucleétido que comprende una primera secuencia de
nucleétidos con un oligonucleédtido o polinucleétido que comprende una segunda secuencia de nucledtidos a lo largo
de la longitud completa de una o ambas secuencias de nucleétidos. En la presente, se puede decir que tales
secuencias son "totalmente complementarias" entre si. Sin embargo, cuando en la presente se dice que la primera
secuencia es "sustancialmente complementaria” con respecto a una segunda secuencia, las dos secuencias pueden
ser totalmente complementarias o pueden formar uno o dos, pero generalmente no mas de 5, 4, 3 o 2, pares de
bases con apareamientos erroneos cuando se hibridan para un diplex de hasta 30 pares de bases, a la vez que
mantienen la capacidad de hibridarse en las condiciones mas relevantes para su aplicacion final, p. ej., la inhibicion
de la expresion génica mediante una via de RISC. Sin embargo, cuando dos oligonucledtidos se disefian para que
formen, cuando se hibriden, una o méas protuberancias de una hebra, tales protuberancias no se deberan considerar
como apareamientos errdbneos con respecto a la determinaciéon de la complementariedad. Por ejemplo, se puede
decir que un ARNbc que comprenda un oligonucleétido con una longitud de 21 nucleétidos y otro oligonucleétido con
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una longitud de 23 nucleétidos, donde el oligonucleotido mas largo comprende una secuencia de 21 nucleétidos que
es totalmente complementaria respecto al oligonucleétido méas corto, es "totalmente complementario” a los efectos
descritos en la presente.

Las secuencias "complementarias”, tal como se utilizan en la presente, también pueden incluir, o estar formadas
totalmente por, pares de bases que no sean de Watson-Crick y/o pares de bases formados a partir de nucleétidos
modificados y no naturales, siempre que se cumplan los requisitos anteriores respecto a su capacidad para
hibridarse. Los pares de bases que no son de Watson-Crick incluyen, sin caracter limitante, el apareamiento de
bases de Hoogstein o Wobble G:U.

Las expresiones "complementario/a”, "totalmente complementario/a" y "sustancialmente complementario/a” en la
presente se pueden utilizar con respecto a la coincidencia de bases entre la hebra sentido y la hebra antisentido de
un ARNDc, o entre la hebra antisentido de un agente de ARNi y una secuencia diana, como se comprendera a partir
del contexto de su uso.

Un polinucleétido que sea "sustancialmente complementario respecto a al menos parte de" un ARN mensajero
(ARNm), tal como se utiliza en la presente, se refiere a un polinucleétido que es sustancialmente complementario
respecto a una porciéon contigua del ARNm de interés (p. ej., un ARNm que codifica una proteina ALAS1). Por
ejemplo, un polinucleétido es complementario respecto a al menos una parte de un ARNm de ALAST si la secuencia
es sustancialmente complementaria respecto a una porcion no interrumpida de un ARNm que codifica ALAS1. Por
ejemplo, un polinucleétido es complementario respecto a al menos una parte de un ARNm de ALAST si la secuencia
es sustancialmente complementaria respecto a una porcion no interrumpida de un ARNm que codifica ALAS1.

La expresion "ARN bicatenario" o "ARNbc", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un ARNi que incluye una
molécula de ARN o un complejo de moléculas con una regién duplex hibridada que comprende dos hebras de acido
nucleico antiparalelas y sustancialmente complementarias, que se dird que tienen orientaciones "sentido" y
"antisentido" respecto al ARN diana. La region dlplex puede tener cualquier longitud que permita una degradacién
especifica de un ARN diana deseado, p. €j., mediante una via de RISC, pero normalmente tendra una longitud
comprendida en un intervalo de 9 a 36 pares de bases, p. €j., una longitud de 15-30 pares de bases. Considerando
un duplex entre 9 y 36 pares de bases, el duplex puede tener cualquier longitud dentro de este intervalo, por
ejemplo, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 0 36
pares de bases y cualquier subintervalo comprendido entre estos valores, que incluye, sin caracter limitante, 15-30
pares de bases, 15-26 pares de bases, 15-23 pares de bases, 15-22 pares de bases, 15-21 pares de bases, 15-20
pares de bases, 15-19 pares de bases, 15-18 pares de bases, 15-17 pares de bases, 18-30 pares de bases, 18-26
pares de bases, 18-23 pares de bases, 18-22 pares de bases, 18-21 pares de bases, 18-20 pares de bases, 19-30
pares de bases, 19-26 pares de bases, 19-23 pares de bases, 19-22 pares de bases, 19-21 pares de bases, 19-20
pares de bases, 20-30 pares de bases, 20-26 pares de bases, 20-25 pares de bases, 20-24 pares de bases, 20-23
pares de bases, 20-22 pares de bases, 20-21 pares de bases, 21-30 pares de bases, 21-26 pares de bases, 21-25
pares de bases, 21-24 pares de bases, 21-23 pares de bases 0 21-22 pares de bases. Los ARNbc generados en la
célula mediante el procesamiento con Dicer y enzimas similares tienen generalmente una longitud comprendida en
el intervalo de 19-22 pares de bases. Una hebra de la region diplex de un ADNbc comprende una secuencia que es
sustancialmente complementaria respecto a una regién de un ARN diana. Las dos hebras que forman la estructura
diplex pueden ser de una Unica molécula de ARN que tenga al menos una regién autocomplementaria o se pueden
formar a partir de dos 0 mas moléculas de ARN diferentes. Cuando la region duplex se forma a partir de dos hebras
de una Unica molécula, la molécula puede tener una regién duplex separada por una Unica cadena aislada de
nucleétidos (que se denomina en la presente "bucle de horquilla”) entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de
la otra hebra respectiva que forma la estructura de duplex. El bucle de horquilla puede comprender al menos un
nucleétido no apareado; y el bucle de horquilla puede comprender al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6,
al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 20, al menos 23 o mas nucleétidos no apareados.
Cuando las dos hebras sustancialmente complementarias de un ARNbc comprenden moléculas de ARN diferentes,
estas moléculas no tienen que estar necesariamente conectadas covalentemente, pero pueden estarlo. Cuando las
dos hebras estan conectadas covalentemente por medios que no sean un bucle de horquilla, la estructura conectora
se denomina "conector". En la presente también se utiliza el término "ARNip" para referirse a un ARNbc segun se
ha descrito anteriormente.

El agente de ARNi puede ser ademas un "ARNip monocatenario" que se introduce en una célula u organismo para
inhibir un ARNm diana. Los agentes que son ARNi monocatenarios se unen a la endonucleasa de RISC Argonauta
2, que a continuaciéon escinde el ARNm diana. Los ARNip monocatenarios contienen generalmente 15-30
nucledtidos y estan modificados quimicamente. El disefio y la evaluacion de ARNip monocatenarios se describe en
la Patente de EE. UU. N.2 8.101.348 y en Lima et al., (2012) Cell 150: 883-894. Cualquiera de las secuencias de
nucleétidos antisentido descritas en la presente (p. ej., las secuencias proporcionadas en las Tablas 2, 3, 6, 7, 8, 9,
14, 15, 18 y 20 o en las Tablas 21-40) se pueden utilizar como un ARNip monocatenario segun se describe en la
presente o se pueden modificar quimicamente mediante los métodos descritos en Lima et al., (2012) Cell 150;:883-
894.

En otro aspecto, el agente de ARN es una "molécula de ARN antisentido monocatenaria". Una molécula de ARN
antisentido monocatenaria es complementaria respecto a una secuencia dentro del ARNm diana. Las moléculas de
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ARN antisentido monocatenarias pueden inhibir la traduccién de un modo estequiométrico apareando sus bases con
el ARNm y obstruyendo fisicamente la maquinaria de traduccion, remitase a Dias, N. et al., (2002) Mol Cancer Ther
1:347-355. Como alternativa, las moléculas antisentido monocatenarias inhiben un ARNm diana hibridandose con la
diana y escindiendo la diana a través de un evento de escision de tipo RNasaH. La molécula de ARN antisentido
monocatenaria puede tener una longitud comprendida entre aproximadamente 10 y aproximadamente 30
nucleétidos y puede tener una secuencia que sea complementaria respecto a una secuencia diana. Por ejemplo, la
molécula de ARN antisentido monocatenaria puede comprender una secuencia que tenga al menos
aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas nucledtidos contiguos de cualquiera de las
secuencias de nucleotidos antisentido descritas en la presente, p. €j., las secuencias proporcionadas en cualquiera
de las Tablas 2, 3, 6,7, 8,9, 14,15, 18 y 20 0 en las Tablas 21-40.

El experto reconocera que la expresion "molécula de ARN" o "molécula de &cido ribonucleico" engloba, no solo las
moléculas de ARN tal como se expresan o encuentran en la naturaleza, sino también analogos y derivados de ARN
que comprenden uno o mas analogos o derivados de ribonucleétidos/ribonucledsidos seglin se describen en la
presente o como se conocen en la técnica. En términos estrictos, un "ribonucledsido” incluye una base nucleosidica
y un azlcar de tipo ribosa, y un "ribonucleétido” es un ribonucleésido con uno, dos o tres restos de tipo fosfato. Sin
embargo, los términos "ribonucledsido” y "ribonucleétido” se pueden considerar equivalentes segin se utilizan en la
presente. El ARN se puede modificar en la estructura de la base nucleotidica, en la estructura de la ribosa o en la
estructura del esqueleto ribosa-fosfato, p. ej., segun se describe en la presente mas adelante. Sin embargo, las
moléculas que comprenden andalogos o derivados de ribonucledsidos deben conservar la capacidad para formar un
diplex. A modo de ejemplos no limitantes, una molécula de ARN también puede incluir al menos un ribonucleésido
modificado, que incluye, sin caracter limitante, un nucleésido con una modificacion de tipo 2'-O-metilo, un nucledsido
que comprende un grupo 5'-fosforotioato, un nucledsido terminal unido a un derivado de tipo colesterilo o un grupo
de tipo bisdecilamida del acido dodecanoico, un nucledsido bloqueado, un nucledsido que no sea basico, un
nucledsido aciclico, un nucledsido con una modificaciéon de tipo 2'-desoxi-2'-fluoro, un nucleésido con una
modificacién de tipo 2'-amino, un nucledsido con una modificacién de tipo 2'-alquilo, un nucledsido de tipo morfolino,
un nucledsido que comprende una base que no sea natural o un fosforamidato, o cualquier combinacién de estos.
Como alternativa, una molécula de ARN puede comprender al menos dos ribonucledsidos modificados, al menos 3,
al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 15, al menos 20 o
mas, hasta la longitud completa de la molécula de ARNbc. Las modificaciones no tienen que ser necesariamente las
mismas para cada uno de esta pluralidad de ribonucledsidos modificados en una molécula de ARN. Los ARN
modificados contemplados para ser utilizados en los métodos y las composiciones que se describen en la presente
pueden ser acidos nucleicos peptidicos (PNA, por sus siglas en inglés) que tienen la capacidad de formar la
estructura de duplex requerida y que permiten o median la degradacion especifica de un ARN diana, p. €j., mediante
una via de RISC.

En un aspecto, un ribonucledsido modificado incluye un desoxiribonucledsido. En un caso de este tipo, un agente de
ARNi puede comprender uno o mas desoxinucledsidos, que incluyen, por ejemplo, una o mas protuberancias de
desoxinucleésidos, o uno o mas desoxinucledsidos dentro de la porcién bicatenaria del ARNbc. La molécula de ARN
puede comprender un porcentaje de desoxirribonucleosas de al menos un 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95% o superior (pero no un 100%) de desoxirribonucleésidos, p. €j., en una o ambas
hebras. El término “ARNi” puede que no englobe una molécula de ADN bicatenario (p. €j., una molécula de ADN
bicatenario de origen natural o una molécula de ADN que contiene un 100% de desoxinucleésidos). En un aspecto,
un agente de interferencia por ARN incluye un ARN monocatenario que interacciona con una secuencia de ARN
diana para dirigir la escisién del ARN diana. Sin pretender vincularse a ninguna teoria, el ARN bicatenario largo que
es introducido en células es fragmentado para obtener ARNip por una endonucleasa de Tipo Ill conocida como Dicer
(Sharp et al., Genes Dev. 2001, 15:485). Dicer, una enzima similar a la ribonucleasa lll, procesa el ARNbc para
obtener ARN interferentes pequefios de 19-23 pares de bases con protuberancias 3' de dos bases caracteristicas
(Bernstein et al., (2001) Nature 409:363). A continuacién, los ARNip se incorporan en un complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), donde una o mas helicasas deshacen el diplex de ARNip, lo cual permite que la hebra
antisentido complementaria guie el reconocimiento de la diana (Nykanen et al., (2001) Cell 107:309). Tras la unién al
ARNm diana adecuado, una o mas endonucleasas del RISC escinden la diana para inducir el silenciamiento
(Elbashir et al., (2001) Genes Dev. 15:188). Por lo tanto, en un aspecto, la divulgacién se refiere a un ARN
monocatenario que propicia la formacion de un complejo RISC para ejercer el silenciamiento del gen diana.

La expresion "protuberancia de nucledtidos”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a al menos un nucleétido
no apareado que sobresale de la estructura del duplex de un ARNi, p. ej., un ARNbc. Por ejemplo, cuando un
extremo 3' de una hebra de un ARNbc se extiende mas alla del extremo 5' de la otra hebra, o viceversa, se produce
una protuberancia de nucleétidos. Un ARNbc puede comprender una protuberancia de al menos un nucleétido;
como alternativa, la protuberancia puede comprender al menos dos nucle6tidos, al menos tres nucleétidos, al menos
cuatro nucleétidos, al menos cinco nucle6tidos o mas. Una protuberancia de nucleétidos puede comprender o estar
constituida por un andlogo de nucleétido/nucledsido, que incluye un desoxinucledtido/nucledsido. La o las
protuberancias se pueden encontrar en la hebra sentido, la hebra antisentido o cualquier combinacién de estas.
Ademas, el o los nucleétidos de una protuberancia pueden estar presentes en el extremo 5', el extremo 3' 0 ambos
extremos de la hebra sentido o antisentido de un ARNbc.
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La hebra antisentido de un ARNbc puede tener una protuberancia de 1-10 nucleétidos en el extremo 3' y/o el
extremo 5'. La hebra sentido de un ARNbc puede tener una protuberancia de 1-10 nucleétidos en el extremo 3' y/o el
extremo 5'. Uno o mas de los nucleétidos de la protuberancia se pueden reemplazar por un nucleésido-tiofosfato.

Las expresiones "romo" o "de extremos romos", tal como se utilizan en la presente para hacer referencia a un
ARNbDc, se refieren a que no hay nucleétidos ni andlogos de nucleétidos no apareados en un extremo terminal
determinado de un ARNbc, es decir, no hay protuberancias de nucleétidos. Uno o ambos extremos de un ARNbc
pueden ser romos. Cuando ambos extremos de un ARNbc son romos, se dice que el ARNbc es de extremos romos.
Para que no haya lugar a dudas, un ARNbc "de extremos romos" es un ARNbc que es romo en ambos extremos, es
decir, que no tiene protuberancia de nucleotidos en ninguno de los extremos de la molécula. En la mayoria de los
casos, una molécula de este tipo sera bicatenaria en toda su longitud.

La expresién "hebra antisentido" o "hebra guia" se refiere a la hebra de un ARNi, p. €j., un ARNbc, que incluye una
region que es sustancialmente complementaria respecto a una secuencia diana. La expresiéon "regién de
complementariedad", tal como se utiliza en la presente, se refiere a la regién de la hebra antisentido que es
sustancialmente complementaria respecto a una secuencia, por ejemplo, una secuencia diana, segin se define en la
presente. Cuando la regién de complementariedad no es totalmente complementaria respecto a la secuencia diana,
los apareamientos erréneos se pueden producir en las regiones internas o terminales de la molécula. En general, los
apareamientos erréneos mas tolerados se encuentran en las regiones terminales, p. ej., en los 5, 4, 3 0 2
nucleétidos de los extremos 5' y/o 3.

La expresién "hebra sentido" o "hebra pasajera”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la hebra de un ARNi
que incluye una regién que es sustancialmente complementaria respecto a una regién de la hebra antisentido, segun
se define este término en la presente.

El término "SNALP" (por sus siglas en inglés), tal como se utiliza en la presente, se refiere a una particula de acido
nucleico-lipido estable. Una SNALP representa una vesicula de lipidos que recubre un interior acuoso reducido que
comprende un &cido nucleico tal como un ARNi o un plasmido a partir del cual se transcribe un ARNi. Las SNALP se
describen, p. €j., en las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE. UU. N.% 20060240093, 20070135372, y en la
Solicitud Internacional N.2 WO 2009082817.

La expresion "se introduce en una célula", cuando hace referencia a un ARNi, se refiere a que se facilita o se lleva a
cabo su captacion o absorcién en la célula, segun sobreentienden los expertos en la técnica. La absorcién o
captacién de un ARNi se puede producir a través de procesos celulares activos o difusos sin ayuda, o mediante
dispositivos 0 agentes auxiliares. El significado de este término no se limita a células in vitro; un ARNi también se
puede "introducir en una célula", donde la célula sea parte de un organismo vivo. En un caso de este tipo, la
introduccion en la célula incluird el suministro al organismo. Por ejemplo, para un suministro in vivo, el ARNi se
pueden inyectar en un punto tisular o se puede administrar por via sistémica. El suministro in vivo también se puede
llevar a cabo mediante un sistema de suministro de 3-glucano tal como los que se describen en las Patentes de EE.
UU. N.?¢ 5.032.401 y 5.607.677, y en la Publicacion de EE. UU. N.? 2005/0281781. La introduccion in vitro en una
célula incluye métodos conocidos en la técnica tales como la electroporacién y lipofeccién. Existen otras estrategias
conocidas en la técnica o que se describen en la presente mas adelante.

La expresiéon "modular la expresién de", tal como se utiliza en la presente, se refiere a una "inhibicion" al menos
parcial o una "activaciéon" parcial de la expresion de un gen ALAS1 en una célula tratada con una composicién de
ARNi segun se describe en la presente en comparacion con la expresion de ALAS1 en una célula de control. Una
célula de control incluye una célula no tratada o una célula tratada con un ARNi de control que no actie sobre la
diana.

Las expresiones "activar", "potenciar", "aumentar la expresion de", "incrementar la expresion de" y similares, siempre
que hagan referencia a un gen ALAS1, se refieren en la presente a la activacién al menos parcial de la expresién de
un gen ALAS1, que se manifiesta por un incremento de la cantidad de ARNm de ALAS1, el cual se puede aislar o
detectar a partir de una primera célula o grupo de células en las cuales se transcriba un gen ALAS1 y que se han o
hayan tratado de un modo tal que se incremente la expresion de un gen ALAS1, en comparacién con una segunda
célula o grupo de células sustancialmente idénticas a la primera célula o grupo de células pero que no se han o
hayan tratado de ese modo (células de control).

La expresion de un gen ALAS1 se puede activar al menos aproximadamente un 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45% 0 50% mediante la administracion de un ARNi segun se describe en la presente. Un gen ALAS1 se puede
activar al menos aproximadamente un 60%, 70% u 80% mediante la administracién de un ARNi que se expone en la
presente. La expresion de un gen ALAS1 se puede activar al menos aproximadamente un 85%, 90% o0 95% o mas
mediante la administracién de un ARNi segln se describe en la presente. La expresion del gen ALAS1 se puede
incrementar al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, al menos
100 veces, al menos 500 veces, al menos 1000 veces o mds en células tratadas con un ARNi segln se describe en
la presente en comparacion con la expresién en una célula no tratada. La activacion de la expresion por parte de
ARNbc pequefios se describe, por ejemplo, en Li et al., 2006 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103:17337-42, y en
US20070111963 y US2005226848.
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Las expresiones "silenciar", "inhibir la expresion de", "reducir la expresién de", "suprimir la expresion de" y similares,
siempre que hagan referencia a un gen ALAS1, se refieren en la presente a la supresion al menos parcial de la
expresion de un gen ALAS1, segln se evalla, p. €j., en funcién de la expresién del ARNm de ALAS1, la expresién
de la proteina ALAS1 u otro pardmetro relacionado funcionalmente con la expresion del gen ALAS1 (p. €j., las
concentraciones de ALA o PBG en plasma u orina). Por ejemplo, la inhibicion de la expresién de ALAS1 se puede
manifestar por una reduccién de la cantidad de ARNm de ALAS1 que se puede aislar o detectar a partir de una
primera célula o grupo de células en las que se transcriba un gen ALAS1 y que se han o hayan tratado de un modo
tal que se inhiba la expresién de un gen ALAS1, en comparaciéon con un control. El control puede ser una segunda
célula o grupo de células sustancialmente idénticas a la primera célula o grupo de células, con la excepcién de que
la segunda célula o grupo de células no se han tratado del mismo modo (células de control). El grado de inhibicion
se expresa normalmente como un porcentaje de un nivel de control, p. €j.,

(ARNm en células de control)- (ARNm en células tratadas) e1005%
(ARNm en células de control)

Como alternativa, el grado de inhibicion se puede proporcionar en términos de una reduccion de un parametro que
esté relacionado funcionalmente con la expresion del gen ALAS1, p. €j., la cantidad de proteina codificada por un
gen ALAST o el nivel de una o mas porfirinas. La reduccion de un parametro relacionado funcionalmente con la
expresion del gen ALAS1 se puede expresar de forma similar como un porcentaje de un nivel de control. En
principio, el silenciamiento de un gen ALAS1 se puede determinar en cualquier célula que exprese ALAS1, ya sea
constitutivamente o mediante una modificacién genémica, y mediante cualquier ensayo adecuado. Sin embargo,
cuando se necesite una referencia para determinar si un ARNi determinado inhibe la expresién del gen ALAS1 en
cierto grado y, por consiguiente, queda englobado en la presente divulgacion, los ensayos proporcionados en los
Ejemplos mas adelante deberan servir como una referencia de este tipo.

Por ejemplo, en ciertos casos, la expresion de un gen ALAS1 se suprime al menos aproximadamente un 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% o0 50% mediante la administracion de un ARNi que se expone en la presente. Un
gen ALAS1 se puede suprimir al menos aproximadamente un 60%, 65%, 70%, 75% u 80% mediante la
administracién de un ARNi que se expone en la presente. Un gen ALAS1 se puede suprimir al menos
aproximadamente un 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mas mediante la administracion de un ARNi segun se describe
en la presente.

Los términos "tratar", "que trata", "tratamiento" y similares, tal como se utilizan en la presente en el contexto de la
expresion de ALAS1, se refieren al alivio o la reduccion de procesos patolégicos relacionados con la expresion de
ALAS1 (p. €j., procesos patoldgicos que implican porfirinas o defectos en la via de las porfirinas tales como, por
ejemplo, las porfirias). En el contexto de la presente divulgacién, y siempre que se refieran a cualquiera de las
diferentes condiciones mencionadas en la presente mas adelante (ademas de los procesos patoldgicos relacionados
con la expresion de ALAS1), los términos "tratar”, "tratamiento" y similares se refieren a prevenir, aliviar o reducir al
menos un sintoma asociado con tal afeccién, o ralentizar o revertir la evoluciéon o la evolucién anticipada de tal
afeccion. Por ejemplo, los métodos que se exponen en la presente, cuando se emplean para tratar una porfiria,
pueden servir para reducir o prevenir uno o mas sintomas asociados con la porfiria (p. €j., el dolor), para reducir la
gravedad o frecuencia de los ataques asociados con la porfiria, para reducir la probabilidad de que se produzca un
ataque de uno o0 mas sintomas asociados con la porfiria tras la exposicion a una condicién precipitante, para reducir
la duracién de un ataque asociado con la porfiria y/o para reducir el riesgo de desarrollar afecciones asociadas con
la porfiria (p. €j., un cancer hepatocelular o una neuropatia (p. ej., una neuropatia progresiva)). De este modo, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario, se pretende que los términos "tratar", "tratamiento" y
similares engloben la profilaxis, p. €j., la prevencién de trastornos y/o sintomas de trastornos relacionados con la
expresion de ALAST.

El término "inferior", en el contexto de un sintoma o marcador de una enfermedad, se refiere a una reduccién
estadistica o clinicamente significativa de dicho nivel. La reduccién puede ser, por ejemplo, de al menos un 10%, al
menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40% o mas y normalmente disminuye hasta un nivel que se acepta
como perteneciente al intervalo normal para un individuo sin tal trastorno.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz" y "cantidad profilacticamente eficaz", tal como se utilizan en la
presente, se refieren a una cantidad que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento, la prevencién o la
gestion de procesos patolégicos relacionados con la expresion de ALAS1. La cantidad especifica que es
terapéuticamente eficaz puede ser determinada facilmente por un médico comun y puede variar dependiendo de
factores conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, el tipo de proceso patoldgico, el historial y la edad del
paciente, la etapa del proceso patolégico y la administracion de otros agentes.

La expresién "composicién farmacéutica”, tal como se utiliza en la presente, comprende una cantidad
farmacoldgicamente eficaz de un ARNi y un portador farmacéuticamente aceptable. La expresion "cantidad
farmacoldgicamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz" o simplemente "cantidad eficaz", tal como se utiliza
en la presente, se refiere a aquella cantidad de un ARNi que es eficaz para producir el resultado farmacolégico,
terapéutico o preventivo esperado. Por ejemplo, en un método para tratar un trastorno relacionado con la expresion

de ALAS1 (p. €j., en un método para tratar una porfiria), una cantidad eficaz incluye una cantidad eficaz para reducir
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uno o mas sintomas asociados con una porfiria, una cantidad eficaz para reducir la frecuencia de los ataques, una
cantidad eficaz para reducir la probabilidad de que se produzca un ataque de uno o mas sintomas asociados con
una porfiria tras la exposiciéon a un factor precipitante, o una cantidad eficaz para reducir el riesgo de desarrollar
afecciones asociadas con una porfiria (p. €j., una neuropatia (p. ej., una neuropatia progresiva), un cancer
hepatocelular). Por ejemplo, si un tratamiento clinico determinado se considera eficaz cuando se produce una
reduccion de al menos un 10% en un parametro medible asociado con una enfermedad o trastorno, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un farmaco para el tratamiento de esta enfermedad o trastorno sera la cantidad
necesaria para ejercer una reduccion de al menos un 10% en ese parametro. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un ARNi que tenga ALAS1 como diana puede reducir los niveles de la proteina ALAS1
en cualquier cantidad medible, p. €j., al menos un 10%, 20%, 30%, 40% 0 50%.

La expresion "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador para la administracion de un agente
terapéutico. Tales portadores incluyen, sin caracter limitante, solucién salina, solucién tamponada, dextrosa, agua,
glicerol, etanol y combinaciones de estos. El término excluye especificamente el medio de cultivo celular. Para los
farmacos que se administran por via oral, los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, sin caracter
limitante, excipientes farmacéuticamente aceptables tales como diluyentes inertes, agentes desintegrantes, agentes
aglutinantes, agentes lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes colorantes y conservantes.
Los diluyentes inertes adecuados incluyen carbonato de sodio y calcio, fosfato de sodio y calcio, y lactosa, mientras
que el almidén de maiz y el &cido alginico son agentes desintegrantes adecuados. Los agentes aglutinantes pueden
incluir almidén y gelatina, mientras que el agente lubricante, si esta presente, sera generalmente estearato de
magnesio, acido estearico o talco. Si se desea, los comprimidos se pueden recubrir con un material tal como
monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, para retrasar la absorcién en el aparato gastrointestinal. Los
agentes incluidos en las formulaciones farmacologicas se describen con mas detalle en la presente posteriormente.

El término "aproximadamente", cuando hace referencia a un nimero o a un intervalo, se refiere a que el nimero o
intervalo mencionado es una aproximacion dentro de la variabilidad experimental (o dentro del error experimental
estadistico) y, por lo tanto, el nimero o intervalo numérico puede variar, por ejemplo, entre un 1% y un 15% del
numero o intervalo numérico mencionado.

Il. Agentes de ARNi

En la presente se describen agentes de ARNi que inhiben la expresién de un gen ALAS1. El agente de ARNi puede
incluir moléculas de acido ribonucleico bicatenarias (ARNbc) para inhibir la expresién de un gen ALAS1 en una
célula o en un sujeto (p. €j., en un mamifero, p. €j., en un ser humano que padezca una porfiria), donde el ARNbc
incluye una hebra antisentido que tiene una regién de complementariedad que es complementaria respecto a al
menos una parte de un ARNm formado en la expresién de un gen ALAS1, y donde la regién de complementariedad
tiene una longitud de 30 nucledtidos o inferior, generalmente una longitud de 19-24 nucleétidos, y donde el ARNbc,
cuando entra en contacto con una célula que expresa el gen ALAS1, inhibe la expresion del gen ALAS1 al menos un
10%, segun se evalla mediante, por ejemplo, un método basado en PCR o ADN ramificado (ADNr), o mediante un
método basado en proteinas tal como la inmunotransferencia de Western. El agente de ARNi puede activar la
expresion de un gen ALAS1 en una célula o mamifero. La expresién de un gen ALAS1 en un cultivo celular, tal como
células COS, células Hela, hepatocitos primarios, células HepG2, células cultivadas primarias, o en una muestra
biolégica procedente de un sujeto se puede evaluar midiendo los niveles de ARNm de ALAS1, por ejemplo,
mediante un ensayo de ADNr o TagMan, o midiendo los niveles de proteinas, por ejemplo, mediante un analisis de
inmunofluorescencia, utilizando, por ejemplo, técnicas de citometria de flujo o inmunotransferencia de Western.

Un ARNbc incluye dos hebras de ARN que son suficientemente complementarias para hibridarse y formar una
estructura de duplex en las condiciones en las que se utilizara el ARNbc. Una hebra de un ARNbc (la hebra
antisentido) incluye una regién de complementariedad que es sustancialmente complementaria, y en general
totalmente complementaria, respecto a una secuencia diana, derivada de la secuencia de un ARNm formado
durante la expresion de un gen ALAS1. La otra hebra (la hebra sentido) incluye una regién que es complementaria
respecto a la hebra antisentido, de modo que las dos hebras se hibridan y forman una estructura de diplex cuando
se combinan en condiciones adecuadas. En general, la estructura de duplex tiene una longitud comprendida entre
15 y 30 pares de bases inclusive, mas generalmente entre 18 y 25 inclusive, aln méas generalmente entre 19 y 24
inclusive, y de la forma mas general entre 19 y 21 inclusive. De forma similar, la regién de complementariedad
respecto a la secuencia diana tiene una longitud comprendida entre 15 y 30 nucledtidos inclusive, mas generalmente
entre 18 y 25 inclusive, ain mas generalmente entre 19 y 24 inclusive, y de la forma mas general entre 19 y 21
inclusive. El ARNbc puede tener una longitud comprendida entre 15 y 20 nucleétidos inclusive, y ademéas el ARNbc
puede tener una longitud comprendida entre 25 y 30 nucleétidos inclusive. Como reconocera el experto, la regién
que actia como diana de un ARN que actla como diana para ser escindido formara parte en la mayoria de los
casos de una molécula de ARN mas larga, a menudo una molécula de ARNm. Cuando sea relevante, una "parte" de
una diana de ARNm es una secuencia contigua de una diana de ARNm de longitud suficiente para que sea un
sustrato para la escisién dirigida por iARN (es decir, la escision a través de una via de RISC). Los ARNbc que tienen
diuplex de tan solo 9 pares de bases pueden mediar, en algunas circunstancias, la escisién del ARN dirigida por
iARN. En la mayoria de los casos, una diana tendra una longitud de al menos 15 nucleoétidos, p. €j., una longitud de
15-30 nucledtidos.
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Un experto en la técnica también reconocera que la region duplex es una porcion funcional principal de un ARNbc, p.
€j., una region duplex de 9 a 36, p. €j., de 15-30 pares de bases. De este modo, siempre que se procese hasta
obtener un duplex funcional de, p. ej., 15-30 pares de bases que tenga como diana un ARN deseado para escindirlo,
una molécula de ARN o un complejo de moléculas de ARN que tengan una regién duplex con un tamafo superior a
30 pares de bases puede ser un ARNbc. De este modo, un experto reconocera que, en un aspecto, un miARN sera
entonces un ARNbc. Un ARNbc puede no ser un miARN de origen natural. Un agente de ARNi Util para actuar sobre
la expresion de ALAS1 puede no generarse en la célula diana mediante la escision de un ARNbc mas largo.

Un ARNbc segun se describe en la presente puede incluir ademas una o mas protuberancias de nucleétidos
monocatenarias. EI ARNbc se puede sintetizar mediante métodos estandar conocidos en la técnica, segin se
describe adicionalmente mas adelante, p. €j., mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado tal como los
comercializados por, por ejemplo, Biosearch, Applied Biosystems, Inc. Un gen de ALAS1 puede ser un gen de
ALAS1 humano. El gen de ALAS1 puede ser un gen de ALAS1 de rata o ratdn. La primera secuencia puede ser una
hebra sentido de un ARNbc que incluye una secuencia sentido expuesta en la presente, p. €j., en las Tablas 21-40, y
la segunda secuencia puede ser una hebra antisentido de un ARNbc que incluye una secuencia antisentido
expuesta en la presente, p. €j., en las Tablas 21-40.

Especificamente, la primera secuencia puede ser una hebra sentido de un ARNbc que incluye una secuencia
sentido de la Tabla 2 o la Tabla 3, y la segunda secuencia puede ser una hebra antisentido de un ARNbc que
incluye una secuencia antisentido de la Tabla 2 o la Tabla 3. La primera secuencia puede ser una hebra sentido de
un ARNbc que incluye una secuencia sentido de la Tabla 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14 0 15, y la segunda secuencia es una
hebra antisentido de un ARNbc que incluye una secuencia antisentido de la Tabla 2, 3, 6, 7, 8,9, 14 0 15. La primera
secuencia puede ser una hebra sentido de un ARNbc que incluye una secuencia sentido de la Tabla 2, 3,6, 7, 8, 9,
14, 15, 18 0 20, y la segunda secuencia puede ser una hebra antisentido de un ARNbc que incluye una secuencia
antisentido de la Tabla 2, 3, 6, 7, 8,9, 14, 15, 18 0 20.

En un aspecto, un ARNbc puede incluir al menos secuencias de nucleétidos sentido y antisentido, donde la hebra
sentido se selecciona a partir de las secuencias sentido que se proporcionan en la presente, p. €j., en las Tablas 21-
40, y la hebra antisentido correspondiente de la hebra sentido se selecciona a partir de las secuencias antisentido
que se proporcionan en la presente, p. ej., en las Tablas 21-40.

En un aspecto, un ARNbc puede incluir al menos secuencias de nucleétidos sentido y antisentido, donde la hebra
sentido se selecciona a partir de los grupos de secuencias que se proporcionan en las Tablas 2 y 3, y la hebra
antisentido correspondiente de la hebra sentido se selecciona a partir de las Tablas 2 y 3. En un aspecto adicional,
un ARNbc puede incluir al menos secuencias de nucleétidos sentido y antisentido, donde la hebra sentido se
selecciona a partir de los grupos de secuencias que se proporcionan en las Tablas 2, 3, 6, 7, 8,9, 14y 15, y la hebra
antisentido correspondiente de la hebra sentido se selecciona a partir de las Tablas 2, 3, 6, 7, 8,9, 14y 15. En un
aspecto adicional, el ARNbc puede incluir al menos secuencias de nucleétidos sentido y antisentido, en las cuales la
hebra sentido se selecciona de los grupos de secuencias proporcionadas en las Tablas 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 y
20, y la hebra antisentido correspondiente de la hebra sentido se selecciona de las Tablas 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18
y 20.

El ARNi puede ser AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-
61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-
60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-
60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-
60892, o AD-60419 (p. ej., incluidas la secuencia de nucleé6tidos y/o una o mas (p. ej., la totalidad) de las
modificaciones de los ARNbc mencionados anteriormente). EI ARNi puede comprender una hebra antisentido que
comprende, o estd constituida por, una secuencia antisentido (incluidas una o mas (p. €j., la totalidad de las
modificaciones)) seleccionada entre la secuencia antisentido de AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-
60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-
60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-
60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-
61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892, o AD-60419. El ARNi puede comprender una hebra sentido que
comprende, o esta constituida por, una secuencia sentido (y/o una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones))
seleccionada entre AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-
61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-
60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-
60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-
60892, 0o AD-60419.

El ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que comprende, o estd constituida por, la secuencia de
UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU o UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU vy/o (i) una hebra sentido que
comprende, o esta constituida por, la secuencia de CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA. Uno o mas nucleétidos de la
hebra antisentido y/o hebra sentido pueden estar modificados como se describe en la presente.
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El ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido
de AD-60489 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60489
(y/o una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones de la hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-60489).

El ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido
de AD-60519 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60519
(y/o una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones de la hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-60489).

El ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido
de AD-61193 y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-61193
(y/o una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones de la hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-60489).

El ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido
de AD-60819 y/o (ii) una secuencia sentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia sentido de AD-
60819 (y/o una o mas (p. €j., la totalidad) de las modificaciones de la hebra sentido y/o hebra antisentido de AD-
60489).

Se puede proporcionar el ARNi para inhibir la expresion de ALAS1, donde el ARNbc comprende (i) una hebra
antisentido que comprende, o esta constituida por, la secuencia antisentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193, o
AD-60819 (o una secuencia antisentido no modificada correspondiente) y/o (ii) una hebra sentido que comprende, o
esta constituida por, la secuencia sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193, o AD-60819 (o una secuencia
antisentido no modificada correspondiente). EI ARNi puede comprender (i) una hebra antisentido que esta
constituida por la secuencia antisentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819 y/o (ii) una hebra sentido
que esta constituida por la secuencia sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819, excepto en que la
hebra antisentido y/o hebra sentido del ARNbc difieren en 1, 2 o 3 nucleétidos de la correspondiente secuencia
antisentido y/o sentido de AD-60489, AD-60519, AD-61193 o AD-60819.

Las secuencias y modificaciones de AD-60489, AD-60519, AD-61193 y AD-60819 se muestran en la Tabla 44
descrita en la presente.

El ARNi puede ser ALN-60519. ALN-60519 puede ser un oligonucleétido bicatenario sintetizado por medios
quimicos ligado covalentemente a un ligando que contiene tres residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc)
(mostrado en la FIG. 57). Todos los nucleétidos de ALN-60519 pueden tener modificaciones de tipo 2’-OMe o 2'-F y
pueden estar conectados mediante uniones fosfodiéster 3'-5’, y formar de esta manera el esqueleto azlcar-fosfato
del oligonucledtido. La hebra sentido y la hebra antisentido de ALN-60519 contienen 21 y 23 nucleétidos,
respectivamente. El extremo 3’ de la hebra sentido de ALN-60519 esta conjugado con el resto de GalNAc
triantenario (denominado L96) mediante una unién fosfodiéster. La hebra antisentido contiene cuatro uniones
fosforotioato, dos en el extremo 3’ y dos en el extremo 5. La hebra sentido de ALN-60519 contiene dos uniones
fosforotioato en el extremo 5. Los 21 nucleétidos de la hebra sentido de ALN-60519 se hibridan con los 21
nucleétidos complementarios de la hebra antisentido, y forman de esta manera 21 pares de bases nucleotidicas y
una protuberancia de dos bases en el extremo 3’ de la hebra antisentido. Las dos hebras sencillas, la hebra sentido
y la hebra antisentido, de ALN-60519 se pueden sintetizar mediante sintesis de oligonucleétidos en fase sélida
convencional, empleando quimica de fosforamiditos estandar con el grupo 5’-hidroxilo protegido como un éter de
dimetoxitrifenilmetilo (DMT). Cada hebra se puede ensamblar desde el extremo 3 al 5 mediante la adicion
secuencial de nucleosidos fosforamiditos protegidos.

En estos aspectos, una de las dos secuencias es complementaria respecto a la otra de las dos secuencias, siendo
una de las secuencias sustancialmente complementaria respecto a una secuencia de un ARNm generado mediante
la expresion de un gen ALAS1. En este sentido, un ARNbc incluira dos oligonucleétidos, donde un oligonucleétido se
describe en la presente como la hebra sentido y el segundo oligonucleétido se describe como la hebra antisentido
correspondiente de la hebra sentido. Segln se describe en otras partes de la presente y se sabe en la técnica, las
secuencias complementarias de un ARNbc también pueden estar contenidas como regiones autocomplementarias
de una Unica molécula de acido nucleico, en lugar de estar en oligonucle6tidos separados.

El experto es muy consciente de que los ARNbc que tienen una estructura de duplex con una longitud comprendida
entre 20 y 23, pero especificamente de 21, pares de bases se consideran particularmente eficaces a la hora de
inducir la interferencia por ARN (Elbashir et al., EMBO 2001, 20:6877-6888). Sin embargo, otros han observado que
estructuras de duplex de ARN mas largas o mas cortas también pueden ser eficaces. En los aspectos descritos
anteriormente, debido a la naturaleza de las secuencias de oligonucleétido proporcionadas en las tablas de la
presente, los ARNbc descritos en la presente pueden incluir al menos una hebra con una longitud de como minimo
21 nucleétidos. Cabe esperar razonablemente que diplex mas cortos que tengan una de las secuencias divulgadas
en la presentemenos solamente unos pocos nucledtidos en uno o ambos extremos puedan ser similarmente
eficaces en comparacion con los ARNbc descritos anteriormente. Por lo tanto, se contemplan ARNbc con una
secuencia parcial de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas nucleétidos contiguos de una de las secuencias
divulgadas en la presente y que difieren en su capacidad para inhibir la expresién de un gen ALAS1 en no mas de
un 5, 10, 15, 20, 25 o 30% de inhibicion en comparaciéon con un ARNbc que comprenda toda la secuencia de
acuerdo con la divulgacion.
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Ademas, los ARN proporcionados en las tablas de la presente identifican un sitio en un transcrito de ALAS1 que es
susceptible de sufrir una escisidon mediada por RISC. En este sentido, la presente divulgacion expone ademas ARNi
que actlan dentro de una de estas secuencias. Segun se utiliza en la presente, se dice que un ARNi actla dentro de
un sitio particular de un transcrito de ARN si el ARNi fomenta la escisién del transcrito en cualquier lugar dentro de
ese sitio particular. Un ARNi de este tipo incluye generalmente al menos 15 nucleétidos contiguos de una de las
secuencias proporcionadas en la presente, p. €j., en las Tablas 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18, 20 y en las Tablas 21-40
acoplados a secuencias de nucleotidos adicionales procedentes de la region contigua a la secuencia seleccionada
en un gen ALAST.

Aunque una secuencia diana tiene generalmente una longitud de 15-30 nucleétidos, existe una gran variacién en la
idoneidad de secuencias particulares en este intervalo para dirigir la escision de cualquier ARN diana determinado.
Varios paquetes de software y las directrices que se exponen en la presente proporcionan una guia para la
identificacién de secuencias diana éptimas para cualquier diana génica determinada, pero también se puede adoptar
una estrategia empirica en la cual se coloca una "ventana" o "méascara" de un tamafo determinado (a modo de
ejemplo no limitante, 21 nucledtidos) de forma literal o figurada (que incluye, p. €j., in silico) sobre la secuencia de
ARN diana para identificar secuencias en el intervalo de tamafos que puedan servir como secuencias diana.
Moviendo la "ventana" de la secuencia progresivamente un nucle6tido hacia adelante o hacia atras respecto a una
localizacién de la secuencia diana inicial, se puede identificar la siguiente secuencia diana potencial, hasta que se
identifica el conjunto completo de posibles secuencias para cualquier tamaro seleccionado de la diana determinada.
Este proceso, acoplado con la sintesis y la evaluacion sistematicas de las secuencias identificadas (utilizando
ensayos como los que se describen en la presente o se conocen en la técnica) para identificar las secuencias que
presentan un comportamiento éptimo, permite identificar las secuencias de ARN que, cuando actian como diana de
un agente de ARNi, median la mejor inhibicién de la expresion del gen diana. De este modo, aunque las secuencias
identificadas, por ejemplo, en las de la presente, representan secuencias diana eficaces, se contempla que se puede
conseguir una optimizacién adicional de la eficiencia de la inhibicién "desplazando la ventana" progresivamente un
nucleétido hacia adelante o hacia atrds en las secuencias determinadas para identificar secuencias con unas
caracteristicas de inhibicién iguales o mejores.

Adicionalmente, se contempla que para cualquier secuencia identificada, p. €j., en las tablas de la presente, se
puede conseguir una optimizacién adicional afiadiendo o eliminando nucleétidos de forma sistematica para generar
secuencias mas largas o mas cortas y evaluando estas secuencias y secuencias generadas desplazando una
ventana del tamafio mas largo o mas corto hacia adelante o hacia atrds en el ARN diana a partir de ese punto.
Nuevamente, el acoplamiento de esta estrategia para generar nuevas dianas candidato con la evaluacion para
determinar la eficacia de los ARNi basandose en estas secuencias diana en un ensayo de inhibicién como los que
se conocen en la técnica o como los que se describen en la presente puede proporcionar mejoras adicionales en la
eficacia de la inhibicion. Es mas, tales secuencias optimizadas se pueden ajustar mediante, p. €j., la introduccion de
nucleétidos modificados como los que se describen en la presente o como los que se conocen en la técnica, la
adicién o la introducciéon de cambios en la protuberancia u otras modificaciones como las que se conocen en la
técnica y/o se describen en la presente para optimizar adicionalmente la molécula (p. €j., incrementar la estabilidad
en suero o la semivida en circulacién, incrementar la estabilidad térmica, potenciar el suministro transmembranal,
ejercer un direccionamiento hacia una localizacién o tipo celular particular, incrementar la interaccién con las
enzimas de la via de silenciamiento, incrementar la liberacion a partir de endosomas, etc.) como un inhibidor de la
expresion.

Un ARNi segun se describe en la presente puede contener uno 0 mas apareamientos erréneos con la secuencia
diana. Un ARNi, tal como se describe en la presente, puede no contener mas de 3 apareamientos erréneos. Si la
hebra antisentido del ARNi contiene apareamientos erréneos con una secuencia diana, es preferible que el area de
apareamiento erréneo no se encuentre localizada en el centro de la region de complementariedad. Si la hebra
antisentido del ARNi contiene apareamientos erréneos con la secuencia diana, es preferible que el apareamiento
erréneo esté restringido a encontrarse dentro de los Ultimos 5 nucleétidos considerados desde el extremo 5' 0 3' de
la regién de complementariedad. Por ejemplo, para una hebra de ARN de un agente de ARNi de 23 nucle6tidos que
sea complementaria respecto a una region de un gen ALAS1, la hebra de ARN generalmente no contendra ningun
apareamiento erroneo dentro de los 13 nucleétidos centrales. Los métodos descritos en la presente o los métodos
conocidos en la técnica se pueden utilizar para determinar si un ARNi que contiene un apareamiento erréneo con
una secuencia diana es eficaz a la hora de inhibir la expresion de un gen ALAS1. La consideracion de la eficacia de
ARNi con apareamientos erréneos a la hora de inhibir la expresiéon de un gen ALAS1 es importante, especialmente
si existe constancia de que la region de complementariedad particular de un gen ALAS1 presente una variacién de la
secuencia polimorfica dentro de la poblacion.

Al menos un extremo de un ARNbc puede tener una protuberancia de nucleétidos monocatenaria de 1 a 4,
generalmente 1 o 2, nucleétidos. Los ARNbc que tienen al menos una protuberancia de nucleétidos presentan,
inesperadamente, unas propiedades inhibitorias superiores con relacion a sus homoélogos de extremos romos. Aln
mas, el ARN de un ARNi, p. ej., un ARNbc, se puede modificar quimicamente para mejorar su estabilidad u otras
caracteristicas beneficiosas. Los acidos nucleicos que se exponen en la presente se pueden sintetizar y/o modificar
mediante métodos muy establecidos en la técnica tales como los que se describen en “Current protocols in nucleic
acid chemistry,” Beaucage, S.L. et al. (Eds.), John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY, EE. UU. Las modificaciones
incluyen, por ejemplo, (a) modificaciones de los extremos, p. ej., modificaciones del extremo 5' (fosforilacion,
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conjugacioén, uniones invertidas, etc.), modificaciones del extremo 3' (conjugacion, nucledtidos de ADN, uniones
invertidas, etc.) (b) modificaciones de las bases, p. €j., reemplazo por bases estabilizantes, bases desestabilizantes
o bases que se apareen con bases con un mayor repertorio de parejas, eliminacion de bases (nucleétidos sin
bases), o bases conjugadas, (c) modificaciones del azlcar (p. €j., en la posiciéon 2' o en la posicién 4', o que tengan
un azlcar aciclico) o reemplazo del azlcar, asi como también (d) modificaciones del esqueleto, que incluyen la
modificacién o el reemplazo de las uniones de tipo fosfodiéster. Los ejemplos especificos de compuestos de ARN
utiles en esta divulgacién incluyen, sin caracter limitante, ARN que contienen esqueletos modificados o uniones
entre nucledsidos no naturales. Los ARN que tienen esqueletos modificados incluyen, entre otros, aquellos que no
contienen un atomo de fosforo en el esqueleto. A los efectos de esta memoria descriptiva y segun se los denomina
en ocasiones en la técnica, los ARN modificados que no contienen un atomo de fésforo en su esqueleto entre los
nucledsidos también se pueden considerar oligonucledsidos. En particular, el ARN modificado puede contener un
atomo de fésforo en su esqueleto entre los nucledsidos.

Los esqueletos de ARN modificados incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos,
fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metilfosfonatos y fosfonatos con otros grupos alquilo que incluyen 3'-
alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que incluyen 3'-aminofosforamidato y
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos con
uniones 3'-5' normales, analogos con uniones 2'-5' de estos y aquellos con polaridad invertida en los que los pares
adyacentes de unidades de nucledsidos estan unidos del siguiente modo: 3'-5' con 5'-3' 0 2'-5' con 5'-2'. También se
incluyen varias sales, sales mixtas y formas de &cido libre.

Las patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacién de las uniones que contienen fésforo
anteriores incluyen, sin caracter limitante, las Pat. de EE. UU. N.*s 3.687.808, 4.469.863, 4.476.301, 5.023.243,
5.177.195, 5.188.897, 5.264.423, 5.276.019, 5.278.302, 5.286.717, 5.321.131, 5.399.676, 5.405.939, 5.453.496,
5.455.233, 5.466.677, 5.476.925, 5.519.126, 5.536.821, 5.541.316, 5.550.111, 5.563.253, 5.571.799, 5.587.361,
5.625.050, 6.028.188, 6.124.445, 6.160.109, 6.169.170, 6.172.209, 6.239.265, 6.277.603, 6.326.199, 6.346.614,
6.444.423, 6.531.590, 6.534.639, 6.608.035, 6.683.167, 6.858.715, 6.867.294, 6.878.805, 7.015.315, 7.041.816,
7.273.933, 7.321.029 y la Pat. de EE. UU. RE39464.

Los esqueletos de ARN modificados que no incluyen ningin atomo de fosforo en ellos tienen esqueletos que se
forman mediante uniones entre nucledsidos de tipo alquilo o cicloalquilo de cadena corta, uniones entre nucledsidos
de tipo alquilo o cicloalquilo y heteroatomos mixtas, o una o mas uniones entre nucledsidos heteroaromaticas o
heterociclicas de cadena corta. Estos incluyen los que tienen uniones de tipo morfolino (formadas en parte a partir
de la porcién del azicar de un nucleésido); esqueletos de tipo siloxano; esqueletos de tipo sulfuro, sulféxido y
sulfona; esqueletos de tipo formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de tipo metilenformacetilo y tioformacetilo;
esqueletos que contienen alquenos; esqueletos de tipo sulfamato; esqueletos de tipo metilenimino y
metilenhidrazino; esqueletos de tipo sulfonato y sulfonamida; esqueletos de tipo amida; y otros que tienen partes de
componentes N, O, S y CH2 mixtas.

Las patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacion de los oligonucleétidos anteriores incluyen,
sin caracter limitante, las Pat. de EE. UU. N.® 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.214.134, 5.216.141, 5.235.033,
5.64.562, 5.264.564, 5.405.938, 5.434.257, 5.466.677, 5.470.967, 5.489.677, 5.541.307, 5.561.225, 5.596.086,
5.602.240, 5.608.046, 5.610.289, 5.618.704, 5.623.070, 5.663.312, 5.633.360, 5.677.437 y 5.677.439.

En otros miméticos de ARN adecuados o contemplados para su uso en ARNi, tanto el azicar como la union entre
nucleésidos, es decir, el esqueleto, de las unidades nucleotidicas se reemplazan por grupos novedosos. Las
unidades de las bases se mantienen para la hibridacion con un compuesto diana de tipo acido nucleico adecuado.
Un compuesto oligomérico de este tipo, un mimético de ARN que se ha demostrado que presenta unas propiedades
de hibridacion excelentes, se denomina &cido nucleico peptidico (PNA). En los compuestos de tipo PNA, el
esqueleto del aztcar de un ARN se ha reemplazado por un esqueleto que contiene amidas, en particular un
esqueleto de tipo aminoetilglicina. Las bases nucleotidicas se conservan y estan unidas directa o indirectamente a
atomos de nitrégeno aza de la porcién amidica del esqueleto. Las patentes de EE. UU. representativas que
describen la preparacién de compuestos de tipo PNA incluyen, sin caracter limitante, las Pat. de EE. UU. N.%s
5.539.082, 5.714.331 y 5.719.262. Otras descripciones de compuestos de tipo PNA se pueden encontrar, por
ejemplo, en Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500.

Algunos aspectos expuestos en la presente incluyen ARN con esqueletos de tipo fosforotioato y oligonucledsidos
con esqueletos que contienen heterodtomos, y en particular --CHz2--NH--CH2--, --CH2--N(CHz3)--O--CHz2--[que se
conoce como un esqueleto de tipo metilen(metilimino) o MMI], --CH2--O--N(CH3)--CH2--, --CH2--N(CHz3)--N(CH3)--
CHz-- y --N(CHpa)--CH2--CH2--[donde el esqueleto de tipo fosfodiéster nativo se representa como --O--P--O--CH2--] de
la Pat. de EE. UU. N.25.489.677 a la que se ha hecho referencia anteriormente y los esqueletos de tipo amida de la
Pat. de EE. UU. N.2 5.602.240 a la que se ha hecho referencia anteriormente. Los ARN que se exponen en la
presente pueden tener las estructuras del esqueleto de tipo morfolino de la Pat. de EE. UU. N.? 5.036.506 a la que
se ha hecho referencia anteriormente.

Los ARN modificados también pueden contener uno o mas restos de azucar sustituidos. Los ARNi, p. ej., ARNbc
que se exponen en la presente pueden incluir uno de los siguientes grupos en la posicion 2': OH; F; O-, S- o N-
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alquilo; O-, S- o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden
ser un alquilo Ci-C1o, alquenilo y alquinilo C2-C1o sustituido o no sustituido. Las modificaciones adecuadas
ilustrativas  incluyen  O[(CH2)nO] mCHs, O(CH2).nOCHs, O(CH2)nNH2, O(CH2)aCH3, O(CH2)nONHz2 vy
O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2, donde n y m estan comprendidos entre 1 y aproximadamente 10. En otros aspectos, los
ARNDbc pueden incluir uno de los siguientes grupos en la posicién 2': alquilo inferior C1-C1o, alquilo inferior sustituido,
alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3s, SO2CHs, ONO2, NOz,
N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo que
escinde ARN, un grupo marcador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
ARNi o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un ARNi, y otros sustituyentes con propiedades
similares. La modificacion puede incluir un 2'-metoxietoxi (2'-O--CH2CH20CHs, también conocido como 2'-O-(2-
metoxietilo) o 2'-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78:486-504), es decir, un grupo alcoxi-alcoxi. Otra
modificacion ilustrativa es 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH2)20ON(CHs)2, también conocido como 2'-
DMAOQE, segln se describe en los ejemplos de la presente mas adelante, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (que también
se conoce en la técnica como 2'-O-dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEOQOE), es decir, 2'-O--CH2--O--CH2--N(CHz2)2, que
también se describe en los ejemplos de la presente mas adelante.

Un agente de ARNi puede comprender uno o mas nucleétidos (o nucledsidos) aciclicos (p. e€j., aproximadamente 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas). La hebra sentido o la hebra antisentido, o la hebra sentido y la hebra antisentido,
pueden incluir menos de cinco nucle6tidos aciclicos por hebra (p. €j., cuatro, tres, dos o un nucleétido aciclico por
hebra). El uno 0 mas nucleottidos aciclicos se puede encontrar, por ejemplo, en la region bicatenaria de la hebra
sentido o antisentido o de ambas hebras; en el extremo 5’, el extremo 3’, ambos extremos 5’ y 3’ de la hebra sentido
0 antisentido, o ambas hebras, del agente de ARNi. Uno o més nucleétidos aciclicos pueden estar presentes en las
posiciones 1 a 8 de la hebra sentido o antisentido, 0 ambas. Uno o mas nucleétidos aciclicos se pueden encontrar
en la hebra antisentido en las posiciones 4 a 10 (p. ej., posiciones 6-8) desde el extremo 5’ de la hebra antisentido.
El uno o mas nucleétidos aciclicos se pueden encontrar en una o ambas protuberancias terminales 3’ del agente de
ARN;.

La expresién “nucledtido aciclico” o “nucledsido aciclico”, tal como se utiliza en la presente se refiere a cualquier
nucleétido o nucledsido que tiene un azdcar aciclico, p. €j., una ribosa aciclica. Un nucleétido o nucleésido aciclico
ejemplar puede incluir una base nuecleotidica, p. €j., una base nucleotidica modificada o de origen natural (p. €j.,
una base nucleotidica como se describe en la presente). Un enlace entre cualquiera de los carbonos de la ribosa
(C1, C2, C3, C4 o C5) puede estar independientemente o en combinacién ausente del nucleétido. El enlace entre los
carbonos C2-C3 del anillo de ribosa puede estar ausente, p. ej., un monémero de 2’-3-seco-nucleétido aciclico). Se
describen nucleétidos aciclicos ejemplares en el documento US 8.314.227. Por ejemplo, un nucleétido aciclico
puede incluir cualquiera de los monémeros D-J en las Figuras 1-2 del documento US 8.314.227. El nucleétido
aciclico puede incluir el siguiente monémero:

B
o) o ase

OH

T
"0—P=0
§
donde Base es una nucleobase, p. €j., una nucleobase modificada o de origen natural (p. ej., una nucleobase como

se describe en la presente).

El nucledtido aciclico puede estar modificado o derivatizado, p. €j., acoplando el nucleétido aciclico a otro resto, p.
€j., un ligando (p. €j., un GalNAc, un ligando de colesterol), un alquilo, una poliamina, un azlcar, un polipéptido,
entre otros.

El agente de ARNi puede incluir uno o mas nucleétidos aciclicos y uno o mas LNA (p. €j., un LNA como se describe
en la presente). Por ejemplo, uno o mas nucleétidos aciclicos y/o uno o mas LNA pueden estar presentes en la
hebra sentido, la hebra antisentido o ambas. El nimero de nucleétidos aciclicos en una hebra puede ser idéntico o
diferente del nimero de LNA en la hebra opuesta. La hebra sentido y/o la hebra antisentido pueden comprender
menos de cinco LNA (p. ej., cuatro, tres, dos o un LNA) ubicados en la regién bicatenaria o una protuberancia 3'.
Uno o dos LNA pueden estar ubicados en la region bicatenaria o la protuberancia 3’ de la hebra sentido. Como
alternativa, o en combinacién, la hebra sentido y/o la hebra antisentido comprende menos de cinco nucleétidos
aciclicos (p. €j., cuatro, tres, dos o un nucleétido aciclico) en la regién bicatenaria o protuberancia 3. La hebra
sentido del agente de ARNi puede comprender uno o dos LNA en la protuberancia 3’ de la hebra sentido y uno o dos
nucleétidos aciclicos en la regiéon bicatenaria de la hebra antisentido (p. ej., en las posiciones 4 a 10 (p. €j.,
posiciones 6-8) desde el extremo 5’ de la hebra antisentido) del agente de ARN:.

La inclusion de uno o mas nucleoétidos aciclicos (solos 0 ademas del uno o mas LNA) en el agente de ARNi puede
dar como resultado uno o mas (o la totalidad) de: (i) una reduccién en un efecto inespecifico; (ii) una reduccion en la
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participacion de hebra pasajera en la iARN; (iii) un incremento en la especificidad de la hebra guia por su ARNm
diana; (iv) una reduccién en un efecto inespecifico del microARN; (v) un incremento en la estabilidad; o (vi) un
incremento en la resistencia a la degradacion, de la molécla de ARNi.

Otras modificaciones incluyen 2'-metoxi (2'-OCHs), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NHz2) y 2'-fluoro (2'-F). También
se pueden realizar modificaciones similares en otras posiciones del ARN de un ARNi, particularmente la posicion 3'
del azlcar en el nucleétido terminal 3' o en ARNbc con uniones 2'-5' y la posicion 5' del nucleétido terminal 5'. Los
ARNi también pueden tener miméticos de azUcares tales como restos de tipo ciclobutilo en lugar del azdcar de tipo
pentofuranosilo. Las patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacion de tales estructuras de
azucares modificadas incluyen, sin caracter limitante, las Pat. de EE. UU. N.% 4.981.957, 5.118.800, 5.319.080,
5.359.044, 5.393.878, 5.446.137, 5.466.786, 5.514.785, 5.519.134, 5.567.811, 5.576.427, 5.591.722, 5.597.909,
5.610.300, 5.627.053, 5.639.873, 5.646.265, 5.658.873, 5.670.633 y 5.700.920, algunas de las cuales son propiedad
en general de la presente solicitud..

Un ARNi también puede incluir sustituciones o modificaciones en la base nucleotidica (a la cual se hace referencia a
menudo en la técnica simplemente como "base"). Las bases nucleotidicas "naturales" o "no modificadas", segin se
utilizan en la presente, incluyen las bases puricas adenina (A) y guanina (G), y las bases pirimidinicas timina (T),
citosina (C) y uracilo (U). Las bases nucleotidicas modificadas incluyen otras bases nucleotidicas naturales y
sintéticas tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-
metiladenina y 6-metilguanina y otros derivados alquilicos de la adenina y la guanina, 2-propiladenina y 2-
propilguanina y otros derivados alquilicos de la adenina y la guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-
halouracilo y 5-halocitosina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina, 6-azouracilo, 6-azocitosina y 6-azotimina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo-, 8-amino-, 8-tiol-, 8-tioalquil-, 8-hidroxil-adenina y -guanina y adeninas y
guaninas con otros sustituyentes en la posiciéon 8, 5-halo-, particularmente 5-bromo-, 5-trifluorometil-uracilo y -
citosina y uracilos y citosinas con otros sustituyentes en la posicién 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina
y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina. Otras bases
nucleotidicas incluyen las que se describen en la Pat. de EE. UU. N.2 3.687.808, las que se describen en Modified
Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed. Wiley-VCH, 2008; las que se describen
en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J. L, ed. John
Wiley & Sons, 1990, las que se describen en Englisch et al., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30,
613 y las que se describen en Sanghvi, Y S., Capitulo 15, dsRNA Research and Applications, paginas 289-302,
Crooke, S. T. y Lebleu, B., Ed., CRC Press, 1993. Algunas de estas bases nucleotidicas son particularmente (tiles
para incrementar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos que se exponen en la presente. Estas
incluyen pirimidinas sustituidas en la posicion 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en la posicion N-2, N-6 y 0-6,
que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones de
tipo 5-metilcitosina incrementan la estabilidad del duplex de acido nucleico de 0.6 a 1.2 °C (Sanghvi, Y. S., Crooke,
S. T. y Lebleu, B., Eds., dsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pags. 276-278) y son
sustituciones de las bases ilustrativas, alin mas particularmente cuando se combinan con modificaciones del azicar
de tipo 2'-O-metoxietilo.

Las patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacion de algunas de las bases nucleotidicas
modificadas mencionadas anteriormente, asi como también de otras bases nucleotidicas modificadas incluyen, sin
caracter limitante, la Pat. de EE. UU. mencionada anteriormente N.? 3.687.808, asi como también las Pat. de EE.
UU. N.°s 4.845.205, 5.130.30, 5.134.066, 5.175.273, 5.367.066, 5.432.272, 5.457.187, 5.459.255, 5.484.908,
5.502.177, 5.525.711, 5.552.540, 5.587.469, 5.594.121, 5.596.091, 5.614.617, 5.681.941, 6.015.886, 6.147.200,
6.166.197, 6.222.025, 6.235.887, 6.380.368, 6.528.640, 6.639.062, 6.617.438, 7.045.610, 7.427.672 y 7.495.088 y la
Pat. de EE. UU. N.2 5.750.692.

El ARN de un ARNi también se puede modificar para que incluya uno o mas (p. €j., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10 0 mas) acidos nucleicos bloqueados (LNA, por sus siglas en inglés)(también denominados en la presente
como “nucleétidos bloqueados”). Un acido nucleico bloqueado puede ser un nucleétido que tiene un resto de ribosa
modificado en el cual el resto de ribosa comprende un puente adicional que conecta, p. €j., los carbonos 2'y 4'. Esta
estructura "bloquea" de forma eficaz la ribosa en la conformacién estructural 3'-endo. Se ha demostrado que la
adicion de acidos nucleicos bloqueados a los ARNip incrementa la estabilidad del ARNip en suero, incremente la
estabilidad térmica y reduce los efectos laterales (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447;
Mook, OR. et al., (2007) Mol Canc Ther 6(3):833-843; Grunweller, A. et al, (2003) Nucleic Acids Research
31(12):3185-3193).

Las Patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacién de nucledtidos de acidos nucleicos
bloqueados incluyen, sin cardcter limitante, las siguientes: Pat. de EE. UU. N.% 6.268.490, 6.670.461, 6.794.499,
6.998.484, 7.053.207, 7.084.125, 7.399.845 y 8.314.227. Los LNA ejemplares incluyen, sin caracter limitante, un
nucleétido 2’,4’-C-metileno biciclo (remitase, por ejemplo, a Wengel et al., Publicacién Internacional PCT N.2 WO
00/66604 y WO 99/14226).

Los agentes de ARNi pueden incluir uno o mas (p. ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0o mas)
nucleétidos con fijacién de G (G-clamp). Un nucle6tido con fijacion de G es un analogo de citosina modificado donde
las modificaciones confieren la capacidad de formar enlaces de hidrégeno tanto entre las caras de Watson-Crick
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como las de Hoogsteen de una guanina complementaria dentro de un duplex, remitase, por ejemplo, a Lin y
Matteucci, 1998, J. Am. Chem. Soc., 120, 8531-8532. Una Unica sustitucion de un analogo con fijacién de G dentro
de un oligonucledtido puede dar como resultado una mejora sustancial de estabilidad térmica helicoidal y
discriminacion de apareamientos erréneos cuando se hibrida con oligonucleétidos complementarios. La inclusiéon de
tales nucledtidos en las moléculas de ARNi puede dar como resultado una mejora de la afinidad y especificidad por
las dianas de acido nucleico, secuencias complementarias o hebras molde.

Las modificaciones potencialmente estabilizantes en los extremos de las moléculas de ARN pueden incluir N-
(acetilaminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hip-C6-NHAc), N-(caproil-4-hidroxiprolinol (Hip-C6), N-(acetil-4-hidroxiprolinol
(Hip-NHACc), timidin-2'-O-desoxitimidina (éter), N-(aminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hip-C6-amino), 2-docosanoiluridin-
3"- fosfato, base dT invertida (idT) y otras. La descripcion de esta modificacion se puede encontrar en la Publicacion
de PCT N.2WO 2011/005861.
Motivos del ARNi
La secuencia de la hebra sentido se puede representar mediante la férmula (1):
5'np-Na-(X X X )i-Nb-Y Y Y -Nb-(Z Z Z )i-Na-nq 3' )

donde:

iy j son cada uno independientemente 0 0 1;

p y g son cada uno independientemente 0-6;

cada Na representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-25 nucleétidos
modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada Np representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10 nucleétidos
modificados;

cada np y nq representa independientemente un nucleétido protuberante;
donde Nb e Y no tienen la misma modificacion; y

XXX, YYY y ZZZ representan cada uno independientemente un motivo de tres modificaciones idénticas en tres
nucleétidos consecutivos. Preferentemente, YYY son todos nucleétidos con la modificacién 2’-F.

Na y/0 Nb pueden comprender modificaciones de patrén alterno.

El motivo YYY se pueden encuentrar en el sitio de escision de la hebra sentido o cerca de este. Por ejemplo, cuando
el agente de iARN tiene una regién diplex con una longitud de 17-23 nucleoétidos, el motivo YYY se puede encontrar
en el sitio de escisidn o cerca de este (p. €j.: se puede encontrar en las posiciones 6,7, 8;7,8,9;8,9,10;9, 10, 11;
10, 11, 12 u 11, 12, 13) de la hebra sentido, empezando a contar a partir del primer nucleétido del extremo 5' u,
opcionalmente, empezando a contar en el primer nucleétido apareado dentro de la regién diplex, a partir del
extremo 5'.

i puede ser 1y j puede ser 0, o i puede ser 0 y j puede ser 1, o tanto i como j pueden ser 1. Por consiguiente, la
hebra sentido se puede representar mediante las siguientes formulas:

5' np-Na-YYY-Nb-ZZZ-Na-nq 3' (Ib);
5" Np-Na-XXX-Nb-YYY-Na-nq 3' (Ic); o
5' Np-Na-XXX-Nb-YYY-Nb-ZZZ-Na-ng 3' (Id).

Cuando la hebra sentido se representa mediante la férmula (Ib), Nb representa una secuencia oligonucleotidica que
comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucle6tidos modificados. Cada Na puede representar independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cuando la hebra sentido se representa como la férmula (Ic), Nb representa una secuencia oligonucleotidica que
comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucle6tidos modificados. Cada Na puede representar independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cuando la hebra sentido se representa como la formula (Id), cada Nb representa independientemente una secuencia
oligonucleotidica que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Preferentemente, Nb es 0, 1, 2,
3, 4,5 0 6. Cada Na puede representar independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-
15 0 2-10 nucle6tidos modificados.

Cada uno de los grupos X, Y y Z puede ser igual o diferente de los demas.
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i puede ser 0y j puede ser 0, y la hebra sentido se puede representar mediante la formula:
5" np-Na-YYY- Na-nq 3' (la).

Cuando la hebra sentido se representa mediante la férmula (la), cada Na puede representar independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

La secuencia de la hebra antisentido del ARNi se puede representar mediante la formula (I):
5' ng-Na'-(Z’Z'Z")k-Nb"-Y'Y'Y'-Np'- (X'X'X")-N'a-np’ 3' (1)
donde:
k y I son cada uno independientemente 0 o 1;
p'y g' son cada uno independientemente 0-6;

cada Na' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-25 nucle6tidos
modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada Np' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10 nucledtidos
modificados;

cada np' y nq' representa independientemente un nucleétido protuberante;
donde Nb' e Y' no tienen la misma modificacion;

y

XXX, YY'Y'y Z2'2'Z' representan cada uno independientemente un motivo de tres modificaciones idénticas en
tres nucledtidos consecutivos.

Na' y/o Nbv' pueden comprender modificaciones de patrén alterno.

El motivo Y'Y'Y' se encuentra en el sitio de escisiéon de la hebra antisentido o cerca de este. Por ejemplo, cuando el
agente de iARN tiene una region duplex con una longitud de 17-23 nucleétidos, el motivo Y'Y'Y se puede encontrar
en las posiciones 9, 10, 11; 10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14 0 13, 14, 15 de la hebra antisentido, empezando a
contar a partir del primer nucleé6tido del extremo 5' u, opcionalmente, empezando a contar en el primer nucleétido
apareado dentro de la region duplex, a partir del extremo 5'. Preferentemente, el motivo Y'Y'Y' se encuentra en las
posiciones 11, 12, 13.

El motivo Y'Y'Y' puede consistir en que todos los nucleétidos presentan la modificacion 2’-OMe.
k puede ser 1y | puede ser 0, o k puede ser 0 y | puede ser 1, o tanto k como | pueden ser 1.
Por consiguiente, la hebra antisentido se puede representar mediante las siguientes férmulas:
5' ng-Na-Z'Z'Z"-Np"-Y'Y'Y'-Na"-npy 3'  (llb);
5' ng-Na-Y'Y'Y-Np'-X'X'X"-np' 3' (lle);

5' ng-Na'- ZZ'Z'-Np-Y'YY"-Np'- X'X'X"-Na-np 3" (I1d).

Cuando la hebra antisentido se representa mediante la férmula (llb), No' representa una secuencia oligonucleotidica
que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nuclettidos modificados. Cada Na' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cuando la hebra antisentido se representa como la formula (lic), Nv' representa una secuencia oligonucleotidica que
comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada Na' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Cuando la hebra antisentido se representa como la férmula (lld), cada N»' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucle6tidos modificados. Cada Na' representa
independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.
Preferentemente, Nbes 0, 1,2, 3,4, 50 6.

k puede ser 0y | puede ser 0, y la hebra antisentido se puede representar mediante la formula:
5'np-Na-Y’Y’Y’- Na-ng 3' (la).
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Cuando la hebra antisentido se representa como la férmula (lla), cada Na' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cada uno de los grupos X', Y'y Z' puede ser igual o diferente de los demas.

Cada nucleétido de la hebra sentido y la hebra antisentido se puede modificar independientemente con LNA, HNA,
CeNA, 2’-metoxietilo, 2’-O-metilo, 2’-O-alilo, 2'-C-alilo, 2’-hidroxilo o 2’-fluoro. Por ejemplo, cada nucleétido de la
hebra sentido y la hebra antisentido se modifica independientemente con 2’-O-metilo o 2’-fluoro. Cada X, Y, Z, X', Y’
y Z', en particular, puede representar una modificacion de tipo 2’-O-metilo o una modificacién de tipo 2'-fluoro.

La hebra sentido del agente de iARN puede contener un motivo YYY que se encuentre en las posiciones 9, 10 y 11
de la hebra cuando la region diplex tiene 21 nt, empezando a contar a partir del primer nucleétido del extremo 5' u,
opcionalmente, empezando a contar en el primer nucleétido apareado dentro de la regién duplex, a partir del
extremo 5'; e Y representa una modificacion de tipo 2’-F. La hebra sentido puede contener adicionalmente un motivo
XXX o motivos ZZZ como modificaciones laterales en el extremo opuesto de la regién duplex; y cada motivo XXX y
Z77 representa independientemente una modificacién de tipo 2’-OMe o una modificacion de tipo 2’-F.

La hebra antisentido puede contener un motivo Y'Y'Y' que se encuentre en las posiciones 11, 12, 13 de la hebra,
empezando a contar a partir del primer nucleétido del extremo 5' u, opcionalmente, empezando a contar en el primer
nucleétido apareado dentro de la regién duplex, a partir del extremo 5'; e Y' representa una modificacion de tipo 2’-O-
metilo. La hebra antisentido puede contener adicionalmente un motivo X'X'X' 0 motivos Z'Z'Z' como modificaciones
laterales en el extremo opuesto de la region duplex; y cada motivo X'X'X' y Z'Z'Z' representa independientemente
una modificacion de tipo 2°-OMe o una modificacion de tipo 2'-F.

La hebra sentido representada mediante cualquiera de las férmulas anteriores (la), (Ib), (Ic) y (Id) forma un duplex
con una hebra antisentido representada mediante cualquiera de las féormulas (lla), (llb), (llc) y (lld), respectivamente.

Por consiguiente, los agentes de iARN que se pueden utilizar en los métodos de la divulgacién pueden comprender
una hebra sentido y una hebra antisentido, teniendo cada hebra 14-30 nucleétidos, donde el diplex de iARN esta
representado mediante la férmula (111):

sentido: 5"np-Na-(X X X)i-Nb- Y Y Y -Nb-(Z Z Z)j-Na-nq 3'
antisentido: 3' np-Na-(X’XXV-Nb-Y'Y'Y'-Nb-(Z'Z'Z")-Na-nq 5' (1
donde:
i, j, K, y | son cada uno independientemente 0 o 1;
P, P, 9y q son cada uno independientemente 0-6;

cada Na y Na' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-25 nucleétidos
modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada Nb y Nb' representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10 nucleétidos
modificados;

donde

cada np’, np, Ng’ ¥y ng, cada uno de los cuales puede estar presente o no, representa independientemente un
nucleétido protuberante; y

XXX, YYY, ZZZ, XXX, YYN' 'y Z'Z’7" representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos.

i puede ser 0y j puede ser 0; 0 i puede ser 1y jpuede ser 0; o i puede ser 0 y j puede ser 1; o tanto i como j pueden
ser 0; o tanto i como j pueden ser 1. k puede ser 0 y | puede ser 0; o k puede ser 1y | puede ser 0; o k puede ser 0y
| puede ser 1; o tanto k como | pueden ser 0; o tanto k como | pueden ser 1.

Las combinaciones ilustrativas de la hebra sentido y la hebra antisentido para formar un diplex de iARN incluyen las
férmulas siguientes:

5'np-Na-Y Y Y -Na-ng 3"

3' np-Na-Y'Y'Y' -Nang 5' (llla)

5 np-Na-Y Y'Y -No-Z Z Z -Na-ng 3'

3' np-Na-Y'Y'Y"-Nb-Z'Z'Z"Nang 5' (llib)
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5'np-Na- X X X -N6-Y Y Y - Na-ng 3'
3" Np-Na-X'X’X"-No-Y'Y'Y"-Na-ng 5' (llic)
5'np-Na-X X X -No-Y Y'Y -No- Z Z Z -Na-ng 3'

3' np-Na-X'XX-No-Y'Y'Y'-Nb-Z'Z'Z"Na-nq 5' (llid)

Cuando el agente de iARN se representa mediante la férmula (llla), cada Na representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cuando el agente de iARN se representa mediante la formula (lllb), cada Nb representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 1-10, 1-7, 1-5 o 1-4 nuclebtidos modificados. Cada Na representa
independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucle6tidos modificados.

Cuando el agente de iARN se representa como la férmula (llic), cada Nb, Nv' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada Na representa
independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Cuando el agente de iARN se representa como la formula (Illd), cada Nb, Nv' representa independientemente una
secuencia oligonucleotidica que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada Na, Na'
representa independientemente una secuencia oligonucleotidica que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos
modificados. Cada uno de los grupos Na, Na', No y No' comprende independientemente modificaciones de patrén
alterno.

Cada uno de los grupos X, Y y Z en las férmulas (lll), (llla), (Ilib), (llic) y (llld) puede ser igual o diferente de los
demas.

Cuando el agente de iARN se representa mediante la formula (1l1), (llla), (lllb), (llic) y (llid), al menos uno de los
nucleétidos Y puede formar un par de bases con uno de los nucleétidos Y'. Como alternativa, al menos dos de los
nucleétidos Y forman pares de bases con los nucleé6tidos Y' correspondientes; o los tres nucleétidos Y forman todos
ellos pares de bases con los nucleétidos Y' correspondientes.

Cuando el agente de iARN se representa mediante la formula (lllb) o (llid), al menos uno de los nucleétidos Z puede
formar un par de bases con uno de los nucleétidos Z'. Como alternativa, al menos dos de los nucleétidos Z forman
pares de bases con los nucleétidos Z' correspondientes; o los tres nucledtidos Z forman todos ellos pares de bases
con los nucleoétidos Z' correspondientes.

Cuando el agente de iARN se representa mediante la formula (llic) o (llid), al menos uno de los nucleétidos X puede
formar un par de bases con uno de los nucleétidos X'. Como alternativa, al menos dos de los nucleétidos X forman
pares de bases con los nucleétidos X' correspondientes; o los tres nucleétidos X forman todos ellos pares de bases
con los nucleétidos X' correspondientes.

La modificacién en el nucledtido Y puede ser diferente de la modificacion en el nucleétido Y’, la modificacién en el
nucleétido Z puede ser diferente de la modificaciéon en el nucleétido Z’ y/o la modificaciéon en el nucleétido X puede
ser diferente de la modificacion el nucleétido X'.

Cuando el agente de iARN se representa mediante la férmula (Illd), las modificaciones en Na pueden ser
modificaciones de tipo 2'-O-metilo o 2'-fluoro. Asimismo, cuando el agente de iARN se representa mediante la
formula (Illd), las modificaciones en Na pueden ser modificaciones de tipo 2'-O-metilo o 2'-fluoro, np' > 0 y al menos
un np' puede estar unido a un nucleétido contiguo mediante una unién de tipo fosforotioato. Ain mas, cuando el
agente de iARN se representa mediante la formula (llld), las modificaciones en Na pueden ser modificaciones de tipo
2'-O-metilo o 2'-fluoro, npy' > 0 y al menos un np' puede estar unido a un nucleétido contiguo mediante una unién de
tipo fosforotioato, y la hebra sentido puede estar conjugada con uno o mas derivados de tipo GalNAc unidos
mediante un conector ramificado bivalente o trivalente. Asimismo, cuando el agente de iARN se representa mediante
la férmula (Illd), las modificaciones en Na pueden ser modificaciones de tipo 2'-O-metilo o 2'-fluoro, np' > 0 y al
menos un np' esta unido a un nucleétido contiguo mediante una unién de tipo fosforotioato, la hebra sentido puede
comprender al menos una unién de tipo fosforotioato y la hebra sentido puede estar conjugada con uno o mas
derivados de tipo GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

Cuando el agente de iARN se puede representar mediante la férmula (llla), las modificaciones en Na son
modificaciones de tipo 2'-O-metilo o 2'-fluoro, np’ > 0 y al menos un np' esta unido a un nucleétido contiguo mediante
una union de tipo fosforotioato, la hebra sentido comprende al menos una unién de tipo fosforotioato y la hebra
sentido esta conjugada con uno o mas derivados de tipo GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o
trivalente.

El agente de iARN puede ser un multimero que contiene al menos dos duplex representados mediante la férmula
(1, (lMa), (lb), (liic) y (lid), donde los duplex estan conectados mediante un conector. El conector puede ser
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escindible o no escindible. Opcionalmente, el multimero comprende ademas un ligando. Cada uno de los duplex
puede tener como diana el mismo gen o dos genes diferentes, o cada uno de los duplex puede tener como diana el
mismo gen en dos sitios diana diferentes.

El agente de iARN puede ser un multimero que contiene tres, cuatro, cinco, seis 0 mas duplex representados
mediante la formula (Ill), (Illa), (lllb), (llic) y (llid), donde los duplex estan conectados mediante un conector. El
conector puede ser escindible o no escindible. Opcionalmente, el multimero comprende ademas un ligando. Cada
uno de los duplex puede tener como diana el mismo gen o dos genes diferentes, o cada uno de los diplex puede
tener como diana el mismo gen en dos sitios diana diferentes.

Dos agentes de iARN representados mediante la formula (Ill), (Illa), (lllb), (lllc) y (llld) pueden estar unidos el uno
con el otro en el extremo 5°, y uno o ambos extremos 3’ pueden estar conjugados opcionalmente con un ligando.
Cada uno de los agentes puede tener como diana el mismo gen o dos genes diferentes, o cada uno de los agentes
puede tener como diana el mismo gen en dos sitios diana diferentes.

Conjugados de ARNi

Los agentes de ARNi descritos en la presente pueden adoptar la forma de conjugados. El conjugado se puede unir
en cualquier posicién adecuada de la molécula de ARNi, p. €j., en el extremo 3' o el extremo 5' de la hebra sentido o
antisentido. Los conjugados se unen opcionalmente mediante un conector.

Un agente de ARNi descrito en la presente puede estar unido quimicamente a uno o mas ligandos, restos o
conjugados, los cuales pueden conferir una funcionalidad, p. €j., ejerciendo un efecto sobre (p. ej., potenciando) la
actividad, la distribucion celular o la captacion celular del ARNi. Tales restos incluyen, sin caracter limitante, restos
lipidicos tales como un resto de colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 1989, 86: 6553-6556), acido
colico (Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060), un tioéter, p. €j., beril-S-tritiltiol (Manoharan et
al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306-309; Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765-2770), un
tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533-538), una cadena alifatica, p. ej., residuos de
dodecandiol o undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J, 1991, 10:1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990,
259:327-330; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49-54), un fosfolipido, p. €j., dihexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-
hexadecil-rac-glicero-3-fosfonato de trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654; Shea et
al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-3783), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al.,
Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969-973) o acido adamantanacético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.,
1995, 36:3651-3654), un resto de palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229-237), o un resto de
octadecilamina o hexilaminocarboniloxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937).

Un ligando puede alterar la distribucién, la diana o la vida util del agente de ARNi en el cual se incorpora. Un ligando
puede proporcionar una afinidad mejorada para una diana seleccionada, p. ej., una molécula, una célula o tipo
celular, un compartimento, p. ej., un compartimento celular o de un érgano, un tejido, un 6rgano o una region del
cuerpo en comparacion, p. €j., con una especie que carezca del ligando. Los ligandos habituales no formaran parte
del apareamiento del duplex en un acido nucleico que forme un ddplex.

Los ligandos pueden incluir una sustancia de origen natural tal como una proteina (p. €j., albimina de suero humano
(HSA), una lipoproteina de baja densidad (LDL) o globulina); un carbohidrato (p. €j., un dextrano, pululano, chitina,
chitosano, inulina, ciclodextrina o acido hialurénico) o un lipido. El ligando también puede ser una molécula sintética
o recombinante tal como un polimero sintético, p. ej., un acido poliaminico sintético. Los ejemplos de &cidos
poliaminicos incluyen un acido poliaminico que es una polilisina (PLL), &cido poli-L-aspartico, acido poli-L-glutamico,
copolimero de estireno-anhidrido del acido maleico, copolimero de poli(L-lactido-co-glicélido), copolimero de éter
divinilico-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), alcohol
polivinilico (PVA), poliuretano, &cido poli(2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida o polifosfazina. Los
ejemplos de poliaminas incluyen: polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopéptido-
poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina dendrimérica, arginina, amidina, protamina, lipido cati6nico,
porfirina catiénica, sal cuaternaria de una poliamina o un péptido con hélice a.

Los ligandos también pueden incluir grupos de direccionamiento, p. €j., un agente de direccionamiento hacia una
célula o tejido, p. €j., una lectina, glicoproteina, lipido o proteina, p. €j., un anticuerpo, que se une a un tipo celular
especificado tal como una célula renal. Un grupo de direccionamiento puede ser una tirotropina, melanotropina,
lectina, glicoproteina, proteina A surfactante, carbohidrato de mucina, lactosa multivalente, galactosa multivalente,
N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente, poliaminoacidos glicosilados,
galactosa multivalente, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, un lipido, colesterol, un esteroide,
acido biliar, folato, vitamina B12, biotina, o un péptido RGD o un mimético de un péptido RGD.

El ligando puede ser un ligando de tipo GalNAc que comprende uno o mas derivados de tipo N-acetilgalactosamina
(GalNAc). En la seccién titulada "Conjugados de carbohidratos" se proporciona una descripcién adicional de los
ligandos de tipo GalNAc.

Otros ejemplos de ligandos incluyen tintes (p. €j., acridinas), agentes reticulantes (p. ej., psoraleno, mitomicina C),
porfirinas (TPPC4, texafirina, Sapfirina), hidrocarburos aromaticos policiclicos (p. ej., fenazina, dihidrofenazina),
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endonucleasas artificiales (p. ej. EDTA), moléculas lipéfilas, p. ej., colesterol, acido cdlico, acido adamantanacético,
acido 1-pirenobutirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, un grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol,
borneol, mentol, 1,3-propanodiol, un grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocélico,
acido O3-(oleoil)colénico, dimetoxitritilo o fenoxazina) y conjugados de péptidos (p. €j., péptido antennapedia,
péptido Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (p. ej., PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino,
alquilo, alquilo sustituido, marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (p. ej., biotina), potenciadores del
transporte/la absorciéon (p. ej., aspirina, vitamina E, acido folico), ribonucleasas sintéticas (p. ej., imidazol,
bisimidazol, histamina, agregados de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos de tetraazamacrociclos
con Eu3+), dinitrofenilo, HRP o AP.

Los ligandos pueden ser proteinas, p. €j., glicoproteinas, o péptidos, p. ej., macromoléculas con una afinidad
especifica por un coligando, o anticuerpos, p. €j., un anticuerpo que se una a un tipo celular especificado tal como
una célula cancerosa, célula endotelial o célula ésea. Los ligandos también pueden incluir hormonas y receptores de
hormonas. También pueden incluir especies no peptidicas tales como lipidos, lectinas, carbohidratos, vitaminas,
cofactores, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa
multivalente o fucosa multivalente. El ligando puede ser, por ejemplo, un lipopolisacéarido, un activador de la cinasa
MAP p38 o un activador de NF-kB.

El ligando puede ser una sustancia, p. €j., un farmaco, que puede incrementar la captacién del agente de ARNi en la
célula, por ejemplo, alterando el citoesqueleto de la célula, p. ej., alterando los microtibulos, microfilamentos y/o
filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxon, vincristina, vinblastina, citocalasina,
nocodazol, japlaquinolida, latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina o mioservina.

Un ligando unido a un ARNi segun se describe en la presente puede actuar como un modulador farmacocinético
(modulador PK, por sus siglas en inglés). Los moduladores PK incluyen lipéfilos, acidos biliares, esteroides,
analogos de fosfolipidos, péptidos, agentes de unién a proteinas, PEG, vitaminas, etc. Los moduladores PK
ilustrativos incluyen, sin caracter limitante, colesterol, acidos grasos, acido coélico, &acido litocolico, dialquilglicéridos,
diacilglicérido, fosfolipidos, esfingolipidos, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina, etc. Existe constancia de que
los oligonucledtidos que comprenden una serie de uniones de tipo fosforotioato también se unen a las proteinas del
suero, por lo tanto, los oligonucleétidos cortos, p. €j., oligonucleétidos de aproximadamente 5 bases, 10 bases, 15
bases o 20 bases, que comprenden multiples uniones de tipo fosforotioato en el esqueleto también se pueden
utilizar en la presente divulgaciéon como ligandos (p. €j., como ligandos moduladores PK). Ademas, los aptameros
que se unen a los componentes del suero (p. €j., proteinas del suero) también son adecuados para ser utilizados
como ligandos moduladores PK en los aspectos descritos en la presente.

Los oligonucleétidos conjugados con ligandos de la divulgacion se pueden sintetizar utilizando un oligonucleétido
que contenga una funcionalidad reactiva como sustituyente, tal como la derivada de la unién de una molécula
conectora en el oligonucledtido (que se describe mas adelante). Este oligonucleétido reactivo se puede hacer
reaccionar directamente con ligandos que se pueden adquirir de proveedores comerciales, ligandos que se
sintetizan y que contienen un grupo protector cualquiera de entre una gama de grupos protectores, o ligandos que
tienen un resto conector unido a ellos.

Los oligonucleétidos utilizados en los conjugados de la presente divulgaciéon se pueden preparar de forma
conveniente y rutinaria mediante la técnica bien establecida de sintesis en fase soélida. Existen varios proveedores
que comercializan el equipo para realizar una sintesis de este tipo, los cuales incluyen, por ejemplo, Applied
Biosystems (Foster City, Calif.). Adicionalmente o de forma alternativa, se pueden emplear otros medios para este
tipo de sintesis conocidos en la técnica. También existe constancia del uso de técnicas similares para preparar otros
oligonucleotidos, tales como los fosforotioatos y derivados alquilados.

En los oligonucledtidos conjugados con ligandos y los nucledsidos unidos especificamente a secuencias que
contienen moléculas que son ligandos de la presente divulgacién, los oligonucleétidos y oligonucledsidos se pueden
acoplar en un sintetizador de ADN adecuado utilizando precursores de nucleétidos o nucleésidos estandar, o
precursores de conjugados de nucleétidos o nucledsidos que ya contengan el resto conector, precursores de
conjugados de nucledtidos- o nucledsidos-ligando que ya contengan la molécula de ligando, o bloques estructurales
que no sean nucleosidos y que contengan el ligando.

Cuando se utilizan precursores de conjugados de nucle6tidos que ya contienen un resto conector, normalmente se
completa la sintesis de los nucledsidos unidos especificamente a secuencias y a continuacién la molécula de ligando
se hace reaccionar con el resto conector para formar el oligonucleétido conjugado con el ligando. Los
oligonucleétidos o nucledsidos unidos de la presente divulgacion se pueden sintetizar con un sintetizador
automatizado utilizando fosforamiditos derivados de conjugados de nucledsido-ligando, ademéas de los
fosforamiditos estandar y fosforamiditos no estandar que se pueden adquirir de proveedores comerciales y que se
utilizan de forma rutinaria en la sintesis de oligonucleétidos.

Conjugados de lipidos
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El ligando puede ser un lipido o una molécula basada en un lipido. Este lipido o esta molécula basada en un lipido
se puede unir normalmente a una proteina del suero tal como la albdmina de suero humano (HSA). Un ligando de
unién a HSA permite distribuir el conjugado en un tejido diana, p. ej., un tejido diana no renal del cuerpo. Por
ejemplo, el tejido diana puede ser el higado, incluidas las células parenquimales del higado. También se pueden
utilizar como ligandos otras moléculas que se puedan unir a HSA. Por ejemplo, se puede utilizar la neproxina o la
aspirina. Un lipido o un ligando basado en un lipido puede (a) incrementar la resistencia a la degradacion del
conjugado, (b) incrementar el direccionamiento o el transporte hacia una célula o membrana celular diana y/o (c) se
puede utilizar para ajustar la unién a una proteina del suero, p. €j., HSA.

Un ligando basado en un lipido se puede utilizar para modular, p. €j., controlar (p. €j., inhibir) la unién del conjugado
a un tejido diana. Por ejemplo, un lipido o un ligando basado en un lipido que se una a HSA con una unién mas
fuerte presentara una menor probabilidad de ser dirigido hacia el rifidn y, por consiguiente, presentara una menor
probabilidad de ser expulsado del cuerpo. Un lipido o un ligando basado en un lipido que se una a HSA con una
unién menos fuerte se puede utilizar para dirigir el conjugado hacia el rifién.

El ligando basado en un lipido puede unirse a HSA. Por ejemplo, el ligando se puede unir a HSA con una afinidad
suficiente de manera que la distribucion del conjugado en un tejido no renal se vea potenciada. Sin embargo,
normalmente la afinidad no es tan fuerte como para que la unién ligando-HSA no se pueda revertir.

El ligando basado en un lipido puede unirse a HSA débilmente o no se une en absoluto, de manera que la
distribucion del conjugado en el rifidn se vea potenciada. También se pueden utilizar otros restos que ejerzan un
direccionamiento hacia las células renales, en lugar o ademas del ligando basado en un lipido.

El ligando puede ser un resto, p. €j., una vitamina, que es absorbido por una célula diana, p. €j., una célula
proliferante. Estos son particularmente Utiles para tratar trastornos caracterizados por la proliferaciéon de células no
deseadas, p. €j., células cancerosas, p. €j., de tipo maligno o no maligno. Las vitaminas ilustrativas incluyen la
vitamina A, E y K. Otras vitaminas ilustrativas incluyen la vitamina B, p. ej., acido félico, B12, riboflavina, biotina,
piridoxal u otras vitaminas o nutrientes absorbidos por las células cancerosas. También se incluyen HSA y
lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Agentes de permeacion celular

En otro aspecto, el ligando es un ligando de permeacion celular tal como un ligando de permeacion celular
helicoidal. El agente puede ser anfifatico. Un agente ilustrativo es un péptido tal como tat o antennopedia. Si el
agente es un péptido, este puede ser un péptido modificado, que incluye un peptidomimético, invertomeros,
conectores no peptidicos o pseudopeptidicos y el uso de aminoacidos D. El agente helicoidal es normalmente un
agente de hélice a y puede tener una fase lipofila y lip6foba.

El ligando puede ser un péptido o peptidomimético. Un peptidomimético (también denominado en la presente como
oligopeptidomimético) es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional definida similar a la de un
péptido natural. La union de péptidos y peptidomiméticos a agentes de ARNi puede afectar a la distribucion
farmacocinética del ARNi, por ejemplo, potenciando el reconocimiento y la absorcién celular. El resto peptidico o
peptidomimético puede tener una longitud de aproximadamente 5-50 aminoé&cidos, p. ej., una longitud de
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminoacidos.

Un péptido o peptidomimético puede ser, por ejemplo, un péptido de permeacién celular, un péptido catiénico, un
péptido anfifatico o un péptido hidréfobo (p. €j., constituido principalmente por Tyr, Trp o Phe). El resto peptidico
puede ser un péptido dendrimérico, un péptido de movimiento restringido o un péptido reticulado. En otra alternativa,
el resto peptidico puede incluir una secuencia de translocacion de membrana hidréfoba (MTS, por sus siglas en
inglés). Un péptido que contiene una MTS hidréfoba a modo de ejemplo es RFGF, que tiene la secuencia de
aminoacidos AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO:3367). Un analogo de RFGF (p. ej., la secuencia de aminoacidos
AALLPVLLAAP (SEQ ID NO:3368)) que contenga una MTS hidrofoba también puede ser un resto de
direccionamiento. El resto peptidico puede ser un péptido de "suministro", el cual puede transportar moléculas
polares grandes, incluidos péptidos, oligonucleétidos y proteinas, a través de las membranas celulares. Por ejemplo,
se ha demostrado que la proteina Tat del VIH (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO:3369)) y una proteina de
Drosophila Antennapedia (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 3370)) son capaces de actuar como péptidos de
suministro. Un péptido o peptidomimético puede ser codificado por una secuencia aleatoria de ADN, tal como un
péptido identificado a partir de una coleccién de presentacion en pagos o una coleccion combinatoria de una-
microesfera-un-compuesto (OBOC, por sus siglas en inglés) (Lam et al., Nature, 354:82-84, 1991). Normalmente, el
péptido o peptidomimético unido a un agente de ARNbc mediante una unidad monomérica incorporada es un
péptido de direccionamiento hacia una célula tal como el péptido arginina-glicina-acido aspartico (RGD) o un
mimético de RGD. Un resto peptidico puede tener una longitud comprendida entre aproximadamente 5 aminoacidos
y aproximadamente 40 aminoacidos. Los restos peptidicos pueden presentar una modificacién estructural, por
ejemplo, para incrementar la estabilidad o dirigir propiedades conformacionales. Se puede utilizar cualquiera de las
modificaciones estructurales que se describen mas adelante.
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Un péptido RGD para su uso en las composiciones y métodos de la divulgacion puede ser lineal o ciclico y puede
estar modificado, p. €j., glicosilado o metilado, para facilitar el direccionamiento hacia uno o mas tejidos especificos.
Los péptidos y peptidomiméticos que contienen RGD pueden incluir aminoacidos D, asi como también miméticos de
RGD sintéticos. Ademas de RGD, se pueden utilizar otros restos que tengan como diana el ligando integrina. Los
conjugados preferidos de este ligando tienen como diana PECAM-1 o VEGF.

Se puede utilizar un resto peptidico RGD para que actle sobre un tipo celular particular, p. €j., una célula tumoral tal
como una célula tumoral endotelial o una célula tumoral de cancer de mama (Zitzmann et al., Cancer Res., 62:5139-
43, 2002). Un péptido RGD puede facilitar el direccionamiento de un agente de ARNbc hacia tumores de varios
tejidos diferentes, que incluyen el pulmén, el rindn, el bazo o el higado (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787,
2001). Normalmente, el péptido RGD facilitara el direccionamiento de un agente de ARNi hacia el rindn. El péptido
RGD puede ser lineal o ciclico y puede estar modificado, p. ej., glicosilado o metilado, para facilitar el
direccionamiento hacia tejidos especificos. Por ejemplo, un péptido RGD glicosilado puede suministrar un agente de
ARNi a una célula tumoral que exprese aVB3 (Haubner et al., Jour. Nucl. Med., 42:326-336, 2001).

Un "péptido de permeacién celular" es capaz de penetrar en una célula, p. €j., una célula microbiana, tal como una
célula bacteriana o fungica, o una célula de mamifero tal como una célula humana. Un péptido de permeacién en
células microbianas puede ser, por ejemplo, un péptido lineal de hélice a (p. ej., LL-37 o Ceropina P1), un péptido
que contenga un enlace de tipo disulfuro (p. €j., a -defensina, B-defensina o bactenecina) o un péptido que contenga
Unicamente uno o dos aminoacidos dominantes (p. ej., PR-39 o indolicidina). Un péptido de permeacién celular
también puede incluir una sefal de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés). Por ejemplo, un péptido de
permeacion celular puede ser un péptido anfifatico bipartito tal como MPG, el cual deriva del dominio del péptido de
fusion de gp41 del VIH-1 y NLS del antigeno T grande SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

Conjugados de carbohidratos

En las composiciones y los métodos de la divulgacion, un oligonucleétido de tipo ARNi puede comprender ademas
un carbohidrato. Los ARNi conjugados con carbohidratos son convenientes para el suministro in vivo de acidos
nucleicos, asi como también para composiciones adecuadas para el uso terapéutico in vivo, segun se describe en la
presente. El término "carbohidrato”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un compuesto que o bien es un
carbohidrato de por si constituido por una o mas unidades de monosacaridos que contienen al menos 6 atomos de
carbono (que pueden ser lineales, ramificados o ciclicos) con un atomo de oxigeno, nitrégeno o azufre unido a cada
atomo de carbono; o un compuesto que tiene como parte de este un resto de carbohidrato constituido por una o mas
unidades de monosacaridos, teniendo cada una de ellas al menos seis atomos de carbono (que pueden ser lineales,
ramificados o ciclicos), con un atomo de oxigeno, nitrégeno o azufre unido a cada atomo de carbono. Los
carbohidratos representativos incluyen los azucares (mono-, di-, tri- y oligosacaridos que contienen desde
aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8 0 9 unidades de monosacaridos) y polisacaridos tales como almidones, glicégeno,
celulosa y gomas de polisacaridos. Los monosacaridos especificos incluyen azicares C5 y los azlUcares anteriores
(p. €j., C5, C6, C7 o C8); los di- y trisacaridos incluyen azucares que tienen dos o mas unidades de monosacaridos
(p- €j., C5, C6, C7 0 C8).

Un conjugado de carbohidrato puede comprender un monosacarido. El monosacarido es una N-acetilgalactosamina
(GalNAc). Los conjugados de tipo GalNAc se describen, por ejemplo, en la Patente de EE. UU. N.? 8.106.022. El
conjugado de tipo GalNAc puede servir como ligando que dirige el ARNi hacia células particulares. El conjugado de
tipo GalNAc dirige el ARNi hacia células hepaticas, p. ej., actuando como un ligando para el receptor de la
asialoglicoproteina de las células hepaticas (p. €j., los hepatocitos).

El conjugado de carbohidrato puede comprender uno o mas derivados de tipo GalNAc. Los derivados de tipo
GalNAc se pueden unir mediante un conector, p. €j., un conector ramificado bivalente o trivalente. El conjugado de
tipo GalNAc puede estar conjugado con el extremo 3’ de la hebra sentido. El conjugado de tipo GalNAc puede estar
conjugado con el agente de ARNi (p. ej., con el extremo 3' de la hebra sentido) mediante un conector, p. €j., un
conector segun se describe en la presente.

El conjugado de tipo GalNAc puede ser
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El agente de iARN puede estar unido al conjugado de carbohidrato mediante un conector, segun se muestra en la
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El agente de iARN se puede conjugar a L96 segun se define en la Tabla 1 y se muestra a continuacion
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O N
HO
HO O~ H\/\/H\/O :

‘ / -« Siode.
oH OH AcHN o g [1/0"' conjugacion
N

GalNAc de tres antenas %O H H e} HWO
HO \/\/\O( e 7(\/0\%/

AcHN o
“TOH OH o o y
o N
HO O\/\/\fN’\”N/\O Conector de tipo acido dicarboxilico C12
- AcHN 4o H H

Un conjugado de carbohidrato para su uso en las composiciones y los métodos de la divulgacion se puede
seleccionar del grupo constituido por:

Ho O
Q H H
HO O\/\/\H/N\/\/N o
AcHN S \E

Ho OH

Férmula I,
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HO—_HO
HO -Q
HO
o) 0
\/\O/\/O\/\N
HO— HO H
HO -Q
HB%Q‘ o)

(0]
HO—_HO H O

0
HO -Q
HO

H Férmula Ill,

Ho °H

NHA \\\
OH ¢

NHAc
OH

Férmula 1V,
HO

HO 2 O\/\o

NHAc &o

HO OH

HO o O\/\o//_o

NHAc Férmula V,
Ho OH

HO Q

H
O\/\/\H/N
o)

Ho oH NHAC

NHAc o

HO

Férmula VI,
HO OH

(e}
HO O ™~~"~_0

HO OH NHAc

0]
HO OMO

NHAcHO OH O

P

NHAc Férmula VII,
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BzO OBz
BzO -Q
BzO

BzO OBz 0 OAc
BzO Q. Aco -Q
BzO
0

O Formula VI,

AcHN H Férmula IX,

Ho OH
0

o)
HO \/\O/\/O\/\H 0

AcHN

HO OH o)

Q
HO o N
AcHN H_g/\/ 0
Ho O
R 0
\/\O/\/O\/\N 0)

HO
AcHN H Férmula X,

HO -0

— o]
IIDO3 O\/\O/\/O\/\N
O OH H

o
- OO 0
O © N
O OH O O
HO -0
HO

O\/\o/\/o\/\N/iO
H Férmula XI,
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(@] Férmula XIl,

AcHN Férmula XIlI,

0
AcHN L\//\x/ﬂ\
NH

AcHN /\\//\\/;KTVN

O  Férmula A

OOH

O  Férmula XV,
HO OH
(@)
Ho OH  HO 0
AcHN
O o
Ho&ﬁ/ O

P

NH

AcHN K/\AKNMTM
H

O  Férmula XVI,
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OH

mmw
M

O  Férmula XV,
OH

(0]
OH Homo 0

H
O Férmula XVIII,
OH
(0]
HQ O O o 0 NH
H
O  Férmula XIX,
HO O(I-)I
OH o o}
HO
HO O O WJ\NH
O H/\/\)\HW
0 Férmula XX,
HO O(I-)I

O  Férmula XXI,

HO OH 0 o}
HO@&‘ 0 WJ\NH
OWNM
H

O Férmula XXIL.
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Otro conjugado de carbohidrato representativo para su uso en los aspectos descritos en la presente incluye, sin
caracter limitante,

HO OH
Q O.
HO \/\O/\/O\/\N O
AcHN H
Ho O

0.
0 (0]
0.
HO \/\Q/\/O\/\ N‘H/\/O\H\N)K/\o/\/o\/\o
AcHN H o o H H X0,
Ho OH /ﬁ [
Qo \L &/O*Y
N
HO%O\/\O/\/O\/\H 0 NHHA /YHM
N [¢]

(¢} OO

AcHN

Z N
H

(Férmula XXIIl), donde uno de los grupos X 0 Y es un oligonucleétido y el otro es un hidrégeno.

El conjugado de carbohidrato puede comprender ademas uno o mas ligandos adicionales como los que se describen
en la presente, tales como, sin cardcter limitante, un modulador PK y/o un péptido de permeacion celular.

Un ARNi de la divulgacion puede estarconjugado con un carbohidrato a través de un conector. Los ejemplos no
limitantes de conjugados de carbohidrato y ARNi con conectores de las composiciones y los métodos de la
divulgacion incluyen, sin caracter limitante,

Ho O

Q H H
HS&/O\/\/YN\/\/N HO, |

L

(0] o] o
Ho (OH ﬁ
o
Ho\\é///ﬁ/o NT>"N"0
AcHN WH . (Férmula XXIV),
HO (OH
Q Q H
O~ Ao~ ~N_O
HO— N N X0
cHN H )
Q
O\/\)J\ H N
HOAchN H/\/\/\’Ngo ”J%Or thko
Ho (OH 0 o x =1-30
Ho&&/o\/\)LH\/\/\/\NJ\O y=1-15
AcHN H (Formula XXV),
Ho (OH o
Q H
ho\/\)j\ Ae~~NCO
HO N g
AcHN H o) X-Q
HQ o1 0, oY
2o 8 ‘ q 9 "
N_O N o N
HOAcHN N>y WHM \/?o“g Wo
OH X
"] Q O H 0 x = 1-30
O ~A=No~~~ A -1-15
HO N0 y
AcHN H

(Férmula XXVI),
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Ho (OH o
Qo H
O\/\)J\ A~~~ N_O
HO AcHN H \g xQ v
H& Q TN
(0]
H H N
HO O\/\)J\N/\/\/\/N o) N\H/\MS—SX/\( Wo
AcHN N g &V 0 y
Ho LOH -0-
Y . o
HO O\/\)"\N\/\/\/\NJ\O
AcHN N
(Férmula XXVII),
Ho (OH o
0] H
O
AcHN H S y
Hg\» 0 oo
Q
H H N
HO O\/\)\N/\/\/\/N ¢ N\H/MS_S NO
AcHN N g & Vx z0 y
Ho LOH - 0-30
Q QH o v o115
O\/\)I‘N\/\/\/\ K =1-
HO N O z=1-20
AcHN N
(Férmula XXVIII),
Ho (COH o
0] H
HO o\/\)l\N/\/\/\/N\n,O %0
AcHN H 5 y
Hig/iz\b Q yoo N
Q
O H H N
HO—A N \/\)I\N/\/\/\/N\H/O N\n/\fxox/?o/\/S—S/\(\%z\rO( \Hﬁo
H 0 o) X
HO (OH =1-30
Q O H o §=1-15
O\/\)I‘N\/\/\/\ K =1-
HO N0 z=1-20
AcHN N
(Férmula XXIX) y
Ho (OH o
Q H
HO O\/\)I\N/\/\/\/N\n/o %0
AcHN H 5 h y
H(§\V Q H N
0]
o H H MN
H 0 0 X z
HO (OH =1-30
Q QH 0 yo115
O ~ANe~~~ A =1
HO N~ O z=1-20
AcHN N

(Férmula XXX), donde uno de los grupos X o Y es un oligonucleétido y el otro es un hidrégeno.

Conectores

El conjugado o ligando descrito en la presente se puede unir a un oligonucleétido de tipo ARNi con varios conectores

que pueden ser escindibles o no escindibles.

El término "conector" o "grupo conector” se refiere a un resto organico que conecta dos partes de un compuesto, p.
€j., une covalentemente dos partes de un compuesto. Los conectores comprenden normalmente un enlace directo o
un atomo tal como oxigeno o azufre, una unidad tal como NR8, C(O), C(O)NH, SO, SO2, SO2NH o una cadena de
atomos tal como, sin caracter limitante, alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo sustituido o no sustituido, alquinilo
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sustituido o no sustituido, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo,
heteroarilalquinilo, heterociclilalquilo, heterociclilalquenilo, heterociclilalquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilarilalquilo, alquilarilalquenilo, alquilarilalquinilo, alquenilarilalquilo,
alquenilarilalquenilo, alquenilarilalquinilo, alquinilarilalquilo, alquinilarilalquenilo, alquinilarilalquinilo,
alquilheteroarilalquilo, alquilheteroarilalquenilo, alquilheteroarilalquinilo, alguenilheteroarilalquilo,
alquenilheteroarilalquenilo, alquenillheteroarilalquinilo, alquinilheteroarilalquilo, alquinilheteroarilalquenilo,
alquinilheteroarilalquinilo, alquilheterociclilalquilo, alquilheterociclilalquenilo, alquilheterociclilalquinilo,
alquenilheterociclilaquilo,  alquenilheterociclilalquenilo,  alquenilheterociclilalquinilo,  alquinilheterociclilalquilo,
alquinilheterociclilalquenilo, alquinilheterociclilalquinilo, alquilarilo, alquenilarilo, alquinilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilheteroarilo, alquinilheteroarilo, donde uno o mas metilenos se pueden interrumpir o terminar con O, S, S(O),
S0O2, N(R8), C(0), arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido, heterociclilo sustituido o no
sustituido; donde R8 es hidrégeno, acilo, un resto alifatico o un resto alifatico sustituido. El conector puede tener
aproximadamente 1-24 atomos, 2-24, 3-24, 4-24, 5-24, 6-24, 6-18, 7-18, 8-18 atomos, 7-17, 8-17, 6-16, 7-16 0 8-16
atomos.

Un ARNDbc de la divulgacion puede estar conjugado con un conector ramificado bivalente o trivalente seleccionado a
partir del grupo de estructuras que se muestran en cualquiera de las formulas (XXXI)—(XXXIV):

Férmula XXXI Férmula XXXII

2A_y2A_n 2 3 £
P _Q R A qz;_\ T2A—|_2A /L p? ."\_03 -"\_R:} A vy TBA—LSA
q*

wue N

PZB—QEB—RZB | — TEE_LZ‘B \f P iB _Q?! E—R3B jIT TSB_L 3B
2 q

P_‘ia’\_Qﬁ r\_Rﬁf\ Tﬁ.ﬁ_Lﬁa‘\
SA

Pri.-\_o-i;\_RdA | m THA_| 4A q
g™ 5B 5B psh 5B 5B
_CI P3B.Q°B-R L_?T L
pAB_QB_RAB T8 B 5C_5C_RSC 5C_) 5C
4 ] q.m P*~-Q°-R e T-L
q
Foérmula XXXIII Foérmula XXXIV

donde:

g2A, 92B, g3A, g3B, g4A, g4B, g5A, g5B y g5C representan independientemente en cada caso 0-20 y donde la
unidad de repeticién puede ser igual o diferente;

P2A, P2B, P3A, P3B, P4A, P4B, P5A, P5B, P5C, T2A, T2B, T3A, T3B, T4A, T4B, T4A, T5B, T5C, cada uno
independientemente en cada caso, estan ausentes o son CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CH2, CH2NH, CH20;

Q2A, Q2B, Q3A, Q3B, Q4A, Q4B, Q5A, Q5B, Q5C, cada uno independientemente en cada caso, estan
ausentes o son alquileno, alquileno sustituido, donde uno o méas metilenos pueden estar interrumpidos o
terminados con uno o mas O, S, S(O), SO2, N(RN), C(R)=C(R”), C=C o C(0);

R2A, R2B, R3A, R3B, R4A, R4B, R5A, R5B, R5C, cada uno independientemente en cada caso, estan ausentes
oson NH, O, S, CH2, C(0)0O, C(O)NH, NHCH(Ra)C(O), -C(0O)-CH(Ra)-NH-, CO, CH=N-O,

O
) S—S
HO S—S
HJij q?:N\NJ-L,\,., JJ">< \5\}"" J\N\r \S'J\J s—s
N , H , SN o
o heterociclilo;

L2A, L2B, L3A, L3B, L4A, L4B, L5A, L5B y L5C representan el ligando, es decir, cada uno independientemente
en cada caso representa un monosacarido (tal como GalNAc), disacarido, trisacarido, tetrasacarido,
oligosacérido o polisacarido; y Ra es H o una cadena lateral aminoacidica. Los derivados de tipo GalNAc de
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conjugacion trivalente son particularmente Gtiles para ser utilizados con los agentes de iARN para inhibir la
expresion de un gen diana, tales como los de féormula (XXXV):

Formula XXXV

PSA_QSA_RSA - T5A_ 5A
q

PSB_QSB_RSB p T5B_ 5B
q

PSC_QSC_RSC < T5C_ 5C

H

donde L5A, L5B y L5C representan un monosacarido tal como un derivado de tipo GalNAc.

Los ejemplos de grupos conectores ramificados bivalentes y trivalentes adecuados que se conjugan con derivados
de tipo GalNAc incluyen, sin caracter limitante, las estructuras mencionadas anteriormente como férmulas Il, VI, XI,
Xy XIll.

Un grupo conector escindible es aquel que es suficientemente estable fuera de la célula pero que, al entrar en una
célula diana, se escinde para liberar las dos partes que el conector mantenia unidas. Preferiblemente, el grupo
conector escindible se escinde al menos aproximadamente 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces o0 mas, 0 al menos aproximadamente 100 veces mas rapido en una célula
diana o en una primera condicién de referencia (la cual se puede seleccionar, p. €j., para que imite o represente las
condiciones intracelulares) que en la sangre de un sujeto, o en una segunda condicién de referencia (la cual se
puede seleccionar, p. €j., para que imite o represente las condiciones que se encuentran en la sangre o el suero).

Los grupos conectores escindibles son sensibles a los agentes de escisién, p. €j., el pH, el potencial rédox o la
presencia de moléculas que provocan degradacién. En general, los agentes de escision se encuentran o prevalecen
en mayor grado en concentraciones o actividades méas elevadas dentro de las células que en suero o sangre. Los
ejemplos de tales agentes que provocan degradacion incluyen: agentes rédox que se seleccionan para sustratos
particulares o que no tienen especificidad por un sustrato, los cuales incluyen, p. ej., enzimas oxidantes o reductoras
0 agentes reductores tales como los mercaptanos, presentes en las células, que pueden degradar un grupo conector
escindible rédox mediante una reduccién; estearasas; endosomas o agentes que pueden crear un entorno &cido, p.
ej., los que proporcionan un pH de cinco o inferior; enzimas que pueden hidrolizar o degradar un grupo conector
escindible con acido actuando como un acido general, peptidasas (que pueden ser especificas para un sustrato) y
fosfatasas.

Un grupo conector escindible, tal como un enlace de tipo disulfuro, puede ser sensible al pH. El pH del suero
humano es de 7.4, mientras que el pH intracelular medio es ligeramente inferior, esta comprendido entre
aproximadamente 7.1 y 7.3. Los endosomas tienen un pH mas acido, comprendido en el intervalo de 5.5 a 6.0, y los
lisosomas tienen un pH todavia méas &cido de aproximadamente 5.0. Algunos conectores tendran un grupo conector
escindible que se escinde a un pH preferido, liberando de este modo un lipido catiénico a partir del ligando en el
interior de la célula o en el compartimento deseado de la célula.

Un conector puede incluir un grupo conector escindible que pueda ser escindido por una enzima particular. El tipo de
grupo conector escindible incorporado en un conector puede depender de la célula que se tenga como diana. Por
ejemplo, un ligando que tenga el higado como diana se puede unir a un lipido catiénico a través de un conector que
incluya un grupo éster. Las células hepaticas son ricas en estearasas y, por consiguiente, el conector se escindira de
una forma mas eficaz en las células hepaticas que en los tipos celulares que no sean ricos en estearasas. Otros
tipos celulares ricos en estearasas incluyen las células del pulmon, la corteza renal y los testiculos.

Se pueden utilizar conectores que contengan enlaces peptidicos cuando se tengan como diana tipos celulares ricos
en peptidasas tales como las células hepaticas y los sinoviocitos.

En general, la idoneidad de un grupo conector escindible candidato se puede evaluar estudiando la capacidad de un
agente (o condicién) de degradacién para escindir el grupo conector candidato. También sera deseable estudiar
ademas el grupo conector escindible candidato con el fin de determinar su capacidad para resistir la escision en
sangre o cuando entre en contacto con otro tejido que no sea la diana. Por lo tanto, se puede determinar la
susceptibilidad relativa a la escisién entre una primera y una segunda condicion, donde la primera se selecciona
para que sea indicativa de la escision en una célula diana y la segunda se selecciona para que sea indicativa de la
escision en otros tejidos o fluidos biol6gicos, p. €j., en sangre o suero. Las evaluaciones se pueden llevar a cabo en
sistemas exentos de células, en células, en cultivos celulares, en cultivos tisulares o de érganos, o en animales
enteros. Puede resultar Util realizar evaluaciones iniciales en condiciones de cultivo o exentas de células y
confirmarlas mediante evaluaciones adicionales en animales enteros. Preferiblemente, los compuestos candidatos
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utiles se pueden escindir al menos aproximadamente 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o aproximadamente 100
veces mas rapido en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las condiciones intracelulares) en
comparacion con la sangre o el suero (0 en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las condiciones
extracelulares).

Grupos conectores escindibles rédox

Un grupo conector escindible puede ser un grupo conector escindible rédox que se escinde tras una reduccion u
oxidacion. Un ejemplo de un grupo conector escindible de forma reductiva es un grupo conector de tipo disulfuro (-S-
S-). Para determinar si un grupo conector escindible candidato es un "grupo conector escindible de forma reductiva"
adecuado o, por ejemplo, es adecuado para su uso con un resto de ARNi particular y un agente de direccionamiento
particular, se pueden consultar los métodos descritos en la presente. Por ejemplo, un candidato se puede evaluar
mediante la incubacién con ditiotreitol (DTT) u otro agente reductor utilizando reactivos conocidos en la técnica que
imitan la tasa de escisién que se observaria en una célula, p. ej. una célula diana. Los candidatos también se
pueden evaluar en unas condiciones que se seleccionan para que imiten las condiciones en sangre o suero. Los
compuestos candidatos se escinden como maximo aproximadamente un 10% en sangre. Los compuestos
candidatos Utiles se degradan al menos aproximadamente 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o
aproximadamente 100 veces mas rapido en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las
condiciones intracelulares) en comparacién con la sangre (0 en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las
condiciones extracelulares). La tasa de escision de los compuestos candidatos se puede determinar utilizando
ensayos cinéticos enzimaticos estandar en condiciones seleccionadas para que imiten los medios intracelulares y
comparandolos con unas condiciones seleccionadas para imitar los medios extracelulares.

Grupos conectores escindibles basados en fosfatos

Un conector escindible puede comprender un grupo conector escindible basado en un fosfato. Un grupo conector
escindible basado en un fosfato es escindido por agentes que degradan o hidrolizan el grupo fosfato. Un ejemplo de
un agente que escinde grupos fosfato en células son enzimas tales como las fosfatasas en células. Algunos
ejemplos de grupos conectores basados en fosfatos son -O-P(O)(ORk)-O-, -O-P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-
P(O)(ORk)-O-, -O-P(O)(ORk)-S-, -S-P(O)(ORk)-S-, -O-P(S)(ORk)-S-, -S-P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-, -O-
P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-P(S)( Rk)-S-. Las realizaciones preferidas son -O-
P(O)(OH)-0O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-O-, -S-P(0O)(OH)-O-, -O-P(0)(OH)-S-, -S-P(0)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -
S-P(S)(OH)-O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, -O-P(S)(H)-S-. Se
prefiere -O-P(O)(OH)-O-. Estos candidatos se pueden evaluar utilizando métodos andlogos a los descritos
anteriormente.

Grupos conectores escindibles con acido

Un conector escindible puede comprender un grupo conector escindible con &cido. Un grupo conector escindible con
acido es un grupo conector que se escinde en condiciones &cidas. Preferiblemente, los grupos conectores
escindibles con acido se escinden en un entorno &cido con un pH de aproximadamente 6.5 o inferior (p. ej., de
aproximadamente 6.0, 5.75, 5.5, 5.25, 5.0 o inferior) o con agentes tales como enzimas que pueden actuar como un
acido general. En una célula, los organulos de pH bajo especificos, tales como los endosomas y lisosomas, pueden
proporcionar un entorno de escisién para los grupos conectores escindibles con acido. Los ejemplos de grupos
conectores escindibles con acido incluyen, sin caracter limitante, hidrazonas, ésteres, y ésteres de aminoacidos. Los
grupos escindibles con acido presentan la férmula general -C=NN-, C(O)O o -OC(O). Una realizacién preferida se
produce cuando el carbono unido al oxigeno del éster (el grupo alcoxi) es un grupo arilo, un grupo alquilo sustituido
0 un grupo alquilo terciario tal como dimetilpentilo o t-butilo. Estos candidatos se pueden evaluar utilizando métodos
andlogos a los descritos anteriormente.

Grupos conectores escindibles basados en ésteres

Un conector escindible puede comprender un grupo conector escindible basado en un éster. Un grupo conector
escindible basado en un éster es escindido por enzimas tales como esterasas y amidasas en las células. Los
ejemplos de grupos conectores escindibles basados en ésteres incluyen, sin caracter limitante, ésteres de grupos
alquileno, alquenileno y alquinileno. Los grupos conectores escindibles basados en ésteres presentan la férmula
general -C(O)O- o -OC(O)-. Estos candidatos se pueden evaluar utilizando métodos andlogos a los descritos
anteriormente.

Grupos conectores escindibles basados en péptidos

Un conector escindible puede comprender un grupo conector escindible basado en péptidos. Un grupo conector
escindible basado en péptidos es escindido por enzimas tales como peptidasas y proteasas en las células. Los
grupos conectores escindibles basados en péptidos son enlaces peptidicos formados entre aminoacidos para
proporcionar oligopéptidos (p. €j., dipéptidos, tripéptidos, etc.) y polipéptidos. Los grupos escindibles basados en
péptidos no incluyen el grupo amida (-C(O)NH-). El grupo amida se puede formar entre cualquier alquileno,
alquenileno o alquinileno. Un enlace peptidico es un tipo especial de enlace de tipo amida formado entre
aminoacidos para proporcionar péptidos y proteinas. El grupo escindible basado en un péptido se limita en general
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al enlace peptidico (es decir, el enlace de tipo amida) formado entre amino&cidos para proporcionar péptidos y
proteinas y no incluye el grupo funcional amida entero. Los grupos conectores escindibles basados en péptidos
presentan la férmula general -NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, donde RA y RB son los grupos R de los dos
aminoacidos adyacentes. Estos candidatos se pueden evaluar utilizando métodos analogos a los descritos
anteriormente.

Las patentes de EE. UU. representativas que describen la preparacion de conjugados de ARN incluyen, sin caracter
limitante, las Pat. de EE. UU. N.%s 4.828.979, 4.948.882, 5.218.105, 5.525.465, 5.541.313, 5.545.730, 5.552.538,
5.578.717, 5.580.731, 5.591.584, 5.109.124, 5.118.802, 5.138.045, 5.414.077, 5.486.603, 5.512.439, 5.578.718,
5.608.046, 4.587.044, 4.605.735, 4.667.025, 4.762.779, 4.789.737, 4.824.941, 4.835.263, 4.876.335, 4.904.582,
4.958.013, 5.082.830, 5.112.963, 5.214.136, 5.082.830, 5.112.963, 5.214.136, 5.245.022, 5.254.469, 5.258.506,
5.262.536, 5.272.250, 5.292.873, 5.317.098, 5.371.241, 5.391.723, 5.416.203, 5.451.463, 5.510.475, 5.512.667,
5.514.785, 5.565.552, 5.567.810, 5.574.142, 5.585.481, 5.587.371, 5.595.726, 5.597.696, 5.599.923, 5.599.928 y
5.688.941, 6.294.664, 6.320.017, 6.576.752, 6.783.931, 6.900.297, 7.037.646, 8.106.022.

No es necesario que todas las posiciones de un compuesto determinado se modifiquen de forma uniforme y, de
hecho, mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente se pueden incorporar en un Unico compuesto
o incluso en un unico nucledsido dentro de un ARNi. La presente divulgacién también incluye compuestos de ARNi
que son compuestos quiméricos.

Los compuestos de ARNi "quiméricos" o "quimeras", en el contexto de la presente divulgacion, son compuestos de
ARNi, p. €j., ARNbc, que contienen dos o méas regiones quimicamente diferentes, cada una de las cuales esta
constituida por al menos una unidad monomérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto de ARNbc.
Estos ARNi contienen normalmente al menos una region en la cual el ARN estd modificado para conferir al ARNi una
mayor resistencia a la degradacion por parte de nucleasas, una mayor captacién celular y/o una mayor afinidad de
unién para el acido nucleico diana. Una region adicional del ARNi puede servir como sustrato para enzimas capaces
de escindir hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, una RNasa H es una endonucleasa celular que
escinde la hebra de ARN de un duplex de ARN:ADN. Por consiguiente, la activacién de una RNasa H provoca la
escision de la diana de ARN y de este modo potencia enormemente la eficacia de la inhibicion de la expresién
génica por parte del ARNi. Como consecuencia, a menudo se pueden obtener resultados comparables con ARNi
mas cortos cuando se utilizan ARNbc quiméricos, en comparacién con fosforotioato desoxi ARNbc que se hibridan
con la misma region diana. La escision de la diana de ARN se puede detectar de forma rutinaria mediante
electroforesis en gel y, cuando proceda, técnicas de hibridacién de acidos nucleicos asociados conocidas en la
técnica.

En ciertos casos, el ARN de un ARNi se puede modificar con un grupo que no sea un ligando. Se han conjugado
una serie de moléculas que no son ligandos a ARNi con el fin de potenciar la actividad, distribucién celular o
captacioén celular del ARNi, y los procedimientos para llevar a cabo tales conjugaciones se pueden consultar en la
bibliografia cientifica. Tales restos que no son ligandos han incluido restos lipidicos, tales como el colesterol (Kubo,
T. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 2007, 365(1):54-61; Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,
86:6553), acido célico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4:1053), un tioéter, p. €j., hexil-S-tritiltiol
(Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765),
un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533), una cadena alifatica, p. ej., residuos de
dodecandiol o undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J, 1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett.,, 1990,
259:327; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49), un fosfolipido, p. e€j., dihexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-
hexadecil-rac-glicero-3H-fosfonato de trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea et al.,
Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides &
Nucleotides, 1995, 14:969) o acido adamantanacético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), un resto
de palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), o un resto de octadecilamina o
hexilaminocarboniloxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Las patentes de Estados
Unidos representativas que describen la preparacién de tales conjugados de ARN se han enumerado anteriormente.
Los protocolos de conjugacion habituales implican la sintesis de un ARN que contiene un aminoconector en una o
mas posiciones de la secuencia. A continuacion, el grupo camino se hace reaccionar con la molécula que se ha de
conjugar utilizando reactivos activantes o de acoplamiento adecuados. La reaccion de conjugacion se puede llevar a
cabo o bien con el ARN todavia unido al soporte sélido o tras la escision del ARN, en fase de solucion. La
purificacién del conjugado de ARN mediante HPLC proporciona normalmente el conjugado puro.

Suministro de ARNi

El suministro de un ARNi a un sujeto que lo necesite se puede llevar a cabo de diferentes maneras. Se puede llevar
a cabo un suministro in vivo directamente administrando una composicién que comprenda un ARNi, p. ej. un ARNbc,
a un sujeto. Como alternativa, el suministro se puede llevar a cabo de forma indirecta administrando uno o mas
vectores que codifiqguen y dirijan la expresion del ARNi. Estas alternativas se exponen con maés detalle a
continuacion.

Suministro directo
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En general, cualquier método para suministrar una molécula de &cido nucleico se puede adaptar para ser utilizado
con un ARNi (remitase, p. €j., a Akhtar S. y Julian RL. (1992) Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 y W094/02595. Sin
embargo, existen tres factores importantes que se deben tener en cuenta para suministrar con éxito una molécula de
ARNi in vivo: (a) la estabilidad biolégica de la molécula suministrada, (2) la prevencién de efectos no especificos y
(3) la acumulacion de la molécula suministrada en el tejido diana. Los efectos no especificos de un ARNi se pueden
minimizar mediante una administracién local, por ejemplo, mediante una inyeccién directa o un implante en un tejido
(a modo de ejemplo no limitante, un tumor) o administrando el preparado por via tépica. La administracion local a un
sitio de tratamiento maximiza la concentracion local del agente, limita la exposicion del agente a tejidos sistémicos
que de otro modo podrian ser dafiados por el agente o que podrian degradar el agente, y permite administrar una
dosis total mas baja de la molécula de ARNi. Varios estudios han mostrado una supresion con éxito de productos
génicos cuando se administra un ARNi de forma local. Por ejemplo, se ha demostrado que el suministro intraocular
de un ARNbc VEGF mediante una inyeccion intravitrea en monos cinomélogos (Tolentino, MJ., et al. (2004) Retina
24:132-138) e inyecciones subretinales en ratones (Reich, SJ., et al. (2003) Mol. Vis. 9:210-216) previenen en
ambos casos la neovascularizacion en un modelo experimental de degeneracién macular relacionada con la edad.
Ademas, la inyeccion intratumoral directa de un ARNbc en ratones reduce el volumen tumoral (Pille, J. et al. (2005)
Mol. Ther.11:267-274) y puede prolongar la supervivencia de ratones portadores de tumores (Kim, WJ. et al. (2006)
Mol. Ther. 14:343-350; Li, S. et al. (2007) Mol. Ther. 15:515-523). La interferencia por ARN también ha tenido éxito
con el suministro local al SNC mediante inyeccion directa (Dorn, G. et al. (2004) Nucleic Acids 32:e49; Tan, PH., et
al. (2005) Gene Ther. 12:59-66; Makimura, H. et al. (2002) BMC Neurosci. 3:18; Shishkina, GT., et al. (2004)
Neuroscience 129:521-528; Thakker, ER. et al. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya, Y.
et al. (2005) J. Neurophysiol. 93:594-602) y a los pulmones mediante una administracién intranasal (Howard, KA. et
al. (2006) Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X. et al. (2004) J. Biol. Chem. 279:10677-10684; Bitko, V. et al. (2005) Nat.
Med. 11:50-55). Con el fin de administrar un ARNi por via sistémica para el tratamiento de una enfermedad, el ARN
se puede modificar o suministrar de forma alternativa utilizando un sistema de suministro farmacoldgico; ambos
métodos actdan para prevenir la degradacion rapida del ARNbc por parte de endo- y exonucleasas in vivo.

La modificacion del ARN o el portador farmacéutico también puede permitir el direccionamiento de la composicion de
ARNi hacia el tejido diana y evitar efectos laterales no deseados. Las moléculas de ARNi se pueden modificar
mediante una conjugaciéon quimica con otros grupos, p. €j., un grupo que sea un lipido o un carbohidrato segun se
describe en la presente. Tales conjugados se pueden utilizar para dirigir el ARNi hacia células particulares, p. €j.,
células hepaticas, p. €j., hepatocitos. Por ejemplo, se pueden utilizar conjugados de tipo GalNAc o formulaciones
lipidicas (p. ej., LNP) para dirigir el ARNi hacia células particulares, p. €j., células hepaticas, p. €j., hepatocitos.

Se pueden utilizar grupos lipéfilos, tales como el colesterol, para potenciar la captacion celular y evitar la
degradacién. Por ejemplo, se inyect6 un ARNi dirigido contra ApoB conjugado con un resto de colesterol lipfilo por
via sistémica en ratones y provoco la supresion del ARNm de apoB tanto en el higado como en el yeyuno
(Soutschek, J. et al. (2004) Nature 432:173-178). Se ha demostrado que la conjugacion de un ARNi con un
aptamero inhibe el crecimiento tumoral y media la regresién tumoral en un modelo de cancer de préstata en ratén
(McNamara, JO. et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24:1005-1015). De manera alternativa, el ARNi se puede suministrar
utilizando sistemas de suministro farmacolégico tales como una nanoparticula, un dendrimero, un polimero,
liposomas o un sistema de suministro catiénico. Los sistemas de suministro catidnico de carga positiva facilitan la
unién de una molécula de ARNi (cargada negativamente) y también potencian las interacciones en la membrana
celular cargada negativamente para permitir una captacion eficaz de un ARNi por parte de la célula. Los lipidos
cationicos, dendrimeros o polimeros o bien se pueden unir a un ARNi o pueden ser inducidos para que formen una
vesicula o micela (remitase, p. ej., a Kim SH. et al. (2008) Journal of Controlled Release 129(2):107-116), la cual
encierra un ARNi. La formacion de vesiculas o micelas previene adicionalmente la degradacion del ARNi cuando se
administra por via sistémica. Un experto en la técnica estara familiarizado con los métodos para preparar y
administrar complejos de ARNi catiénicos (remitase, p. €j., a Sorensen, DR. et al. (2003) J. Mol. Biol 327:761-766;
Verma, UN. et al. (2003) Clin. Cancer Res. 9:1291-1300; Arnold, AS et al. (2007) J. Hypertens. 25:197-205). Algunos
ejemplos no limitantes de sistemas de suministro farmacolégico utilizados para el suministro sistémico de ARNi
incluyen DOTAP (Sorensen, DR. et al. (2003), mencionado anteriormente; Verma, UN. et al. (2003), mencionado
anteriormente), Oligofectamina, "particulas sélidas de acido nucleico-lipido" (Zimmermann, TS. et al. (2006) Nature
441:111-114), cardiolipina (Chien, PY. et al. (2005) Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A. et al. (2005) Int J. Oncol.
26:1087-1091), polietilenimina (Bonnet ME. et al. (2008) Pharm. Res. 16 de agosto, publicacién electronica previa a
la impresa; Aigner, A. (2006) J. Biomed. Biotechnol. 71659), péptidos Arg-Gly-Asp (RGD) (Liu, S. (2006) Mol. Pharm.
3:472-487) y poliamidoaminas (Tomalia, DA. et al. (2007) Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H. et al. (1999)
Pharm. Res. 16:1799-1804). Un ARNi puede formar un complejo con una ciclodextrina para la administracion
sistémica. Se pueden consultar métodos de administracién y composiciones farmacéuticas de ARNi y ciclodextrinas
en la Patente de EE. UU. N.2 7. 427.605.

ARNi codificados en vectores

En otro aspecto, un ARNi que tiene como diana el gen ALAS1 se puede expresar a partir de unidades de
transcripcion insertadas en vectores de ADN o ARN (remitase, p. ej., a Couture, A et al., TIG. (1996), 12:5-10;
Skillern, A. et al., Publicacion de PCT Internacional N.2 WO 00/22113, Conrad, Publicacién de PCT Internacional N.°
WO 00/22114 y Conrad, Pat. de EE. UU. N.? 6.054.299). La expresion puede ser transitoria (del orden de horas a
semanas) o sostenida (de semanas a meses 0 mas prolongada), dependiendo del constructo especifico utilizado y

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2804510 T3

del tejido o tipo celular diana. Estos transgenes se pueden introducir como un constructo lineal, un plasmido circular
0 un vector virico, el cual puede ser un vector integrador o no integrador. El transgén también se puede construir de
modo que se permita que sea heredado como un plasmido extracromosémico (Gassmann et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1995) 92:1292).

La hebra individual o las hebras de un ARNi se pueden transcribir a partir de un promotor en un vector de expresion.
Cuando se han de expresar dos hebras separadas para generar, por ejemplo, un ARNbc, se pueden introducir
conjuntamente dos vectores de expresion separados (p. €j., mediante transfeccion o infeccién) en una célula diana.
Como alternativa, cada hebra individual de un ARNbc puede ser transcrita por promotores que estén ambos
localizados en el mismo plasmido de expresion. Un ARNbc se puede expresar como una repeticion invertida unida
mediante una secuencia polinucleotidica conectora tal como la de un ARNbc presenta una estructura de tallo y
bucle.

Un vector de expresion de ARNi es normalmente un plasmido de ADN o un vector virico. Para producir constructos
recombinantes para la expresion de un ARNi segun se describe en la presente, se puede utilizar un vector de
expresion compatible con células eucariotas, p. ej., con células de vertebrados. Los vectores de expresion para
células eucariotas son de uso comun en la técnica y se pueden adquirir a partir de una serie de proveedores
comerciales. Normalmente, tales vectores contienen sitios de restricciébn convenientes para la insercion del
segmento de &cido nucleico deseado. El suministro de vectores de expresién de ARNi puede ser sistémico, por
ejemplo, mediante una administracion intravenosa o intramuscular, mediante una administraciéon que tenga como
diana células explantadas procedentes del paciente seguida de su reintroduccién en el paciente, o mediante
cualquier otro medio que permita la introduccién en una célula diana deseada.

Se puede transfectar un plasmido de expresién de ARNi en una célula diana como un complejo con un portador
lipidico cationico (p. ej., Oligofectamina) o un portador basado en un lipido que no sea catiénico (p. €j., Transit-
TKOTM). En la presente también se contemplan multiples transfecciones de lipidos para supresiones mediadas por
ARNi que tienen como diana diferentes regiones de un ARN diana durante un periodo de una semana o mas. La
introduccion con éxito de vectores en células huésped se puede monitorizar utilizando varios métodos conocidos.
Por ejemplo, la transfeccion transitoria se puede sefalizar con un marcador, tal como un marcador fluorescente, tal
como la proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés). La transfeccién estable de células ex vivo se
puede garantizar utilizando marcadores que proporcionen a la célula infectada resistencia a factores
medioambientales especificos (p. €j., antibiéticos y farmacos), por ejemplo, resistencia a la higromicina B.

Los sistemas de vectores viricos que se pueden utilizar con los métodos y las composiciones que se describen en la
presente incluyen, sin caracter limitante (a) vectores de adenovirus; (b) vectores de retrovirus, que incluyen, sin
caracter limitante, vectores de lentivirus, virus de la leucemia de murinos de Moloney, etc.; (c) vectores de virus
adenoasociados; (d) vectores del virus del herpes simple; (e) vectores de SV40; (f) vectores del virus del polioma; (g)
vectores del virus del papiloma; (h) vectores de picornavirus; (i) vectores del virus de la varicela tal como un
orthopox, p. €j., vectores del virus vaccinia o de la varicela aviar, p. €j., la varicela del canario o la varicela de aves
de corral; y (j) un adenovirus "gutless" o dependiente de cooperadores. Los virus de replicacion deficiente también
pueden ser beneficiosos. Los diferentes vectores se incorporaran o no al genoma de las células. Los constructos
pueden incluir secuencias viricas para la transfeccion, cuando proceda. Como alternativa, el constructo se puede
incorporar en vectores capaces de llevar a cabo una replicacion episomal, p. ej., vectores EPV y EBV. Los
constructos para la expresion recombinante de un ARNi generalmente requeriran elementos reguladores, p. €j.,
promotores, potenciadores, etc., para garantizar la expresién del ARNi en las células diana. A continuacion se
describen adicionalmente otros aspectos que se deben considerar para los vectores y los constructos.

Los vectores utiles para el suministro de un ARNi incluirdn elementos reguladores (un promotor, potenciador, etc.)
suficientes para la expresion del ARNi en la célula o el tejido diana deseado. Los elementos reguladores se pueden
seleccionar para que proporcionen una expresién constitutiva o regulada/inducible.

La expresion del ARNi se puede regular de forma exacta, por ejemplo, utilizando una secuencia reguladora inducible
que sea sensible a ciertos reguladores fisiolégicos, p. €j., los niveles de glucosa en circulacién u hormonas (Docherty
et al., 1994, FASEB J. 8:20-24). Tales sistemas de expresion inducible adecuados para el control de la expresion de
ARNbc en células o en mamiferos incluyen, por ejemplo, la regulacién por parte de ecdisona, por parte de un
estrogeno, progesterona, tetraciclina, inductores quimicos de dimerizacién e isopropil-B-D1-tiogalactopiranésido
(IPTG). Un experto en la técnica seria capaz de seleccionar la secuencia promotora/reguladora adecuada en
funcion del uso deseado del transgén de ARNi.

Especificamente, se pueden utilizar vectores viricos que contengan secuencias de acido nucleico que codifiquen un
ARNi. Por ejemplo, se puede utilizar un vector retrovirico (remitase a Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599
(1993)). Estos vectores retroviricos contienen los componentes necesarios para el empaquetamiento correcto del
genoma virico y su integracion en el ADN de la célula huésped. Las secuencias de &cido nucleico que codifican un
ARNi se clonan en uno o mas vectores, lo cual facilita el suministro del &cido nucleico en un paciente. Se pueden
consultar mas detalles sobre los vectores retroviricos, por ejemplo, en Boesen et al., Biotherapy 6:291-302 (1994),
que describe el uso de un vector retrovirico para suministrar el gen mdr1 a células madre hematopoyéticas con el fin
de hacer que las células madre sean mas resistentes a la quimioterapia. Otras referencias que ilustran el uso de
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vectores retroviricos en la terapia génica son: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood
83:1467-1473 (1994); Salmons y Gunzberg, Human Gene Therapy 4:129-141 (1993); y Grossman y Wilson, Curr.
Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114 (1993). Los vectores lentiviricos contemplados para ser utilizados incluyen,
por ejemplo, los vectores basados en el VIH que se describen en las Patentes de EE. UU. N.%s 6.143.520, 5.665.557
y 5.981.276.

También se contemplan los adenovirus para su uso en el suministro de ARNi. Los adenovirus son vehiculos
especialmente atractivos, p. €j., para suministrar genes a epitelios respiratorios. Los adenovirus infectan de forma
natural los epitelios respiratorios, donde provocan una enfermedad leve. Otras dianas para los sistemas de
suministro basados en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, las células endoteliales y los musculos.
Los adenovirus presentan la ventaja de que son capaces de infectar células que no se dividen. Kozarsky y Wilson,
Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993) presentan un articulo de revisiéon de la terapia
génica basada en adenovirus. Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994) demostraron el uso de vectores de
adenovirus para transferir genes a los epitelios respiratorios de monos rhesus. Se pueden encontrar otros ejemplos
del uso de adenovirus en terapia génica en Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell
68:143-155 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993); la Publicacion de PCT W094/12649; y
Wang et al., Gene Therapy 2:775-783 (1995). En Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010 se describe un
vector de AV adecuado para expresar un ARNi que se expone en la presente, un método para construir el vector de
AV recombinante y un método para suministrar el vector en células diana.

También se contempla el uso de virus adenoasociados (AAV) (Walsh et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300
(1993); Pat. de EE. UU. N.? 5.436.146). El ARNi se puede expresar como dos moléculas de ARN bicatenarias
complementarias separadas a partir de un vector de AAV recombinante que tenga, por ejemplo, promotores de ARN
de H1 o U6, o el promotor de citomegalovirus (CMV). Algunos vectores de AAV adecuados para expresar los ARNbc
que se exponen en la presente, métodos para construir el vector de AV recombinante y métodos para suministrar los
vectores en las células diana se describen en Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al.
(1996), J. Virol, 70: 520-532; Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; Pat. de EE. UU. N.? 5.252.479; Pat. de
EE. UU. N.2 5.139.941; Solicitud de Patente Internacional N.2 WO 94/13788; y Solicitud de Patente Internacional N.°
WO 93/24641.

Otro vector virico tipico es un virus de la varicela tal como un virus vaccinia, por ejemplo, un virus vaccinia atenuado
tal como el virus modificado Ankara (MVA) o NYVAC, un virus de la varicela aviar tal como la varicela de aves de
corral o la varicela del canario.

El tropismo de los vectores viricos se puede modificar mediante el pseudotipado de vectores con proteinas de la
envoltura u otros antigenos de superficie procedentes de otros virus, o mediante la sustitucion de diferentes
proteinas de la capside virica, segun sea conveniente. Por ejemplo, los vectores lentiviricos pueden ser
pseudotipados con proteinas de superficie procedentes de virus de la estomatitis vesicular (VSV), rabias, Ebola,
Mokola y similares. Se pueden preparar vectores de AAV que tengan como diana diferentes células modificando
genéticamente los vectores para que expresen diferentes serotipos de proteinas de la capside; remitase, p. €j., a
Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801.

El preparado farmacéutico de un vector puede incluir el vector en un diluyente aceptable o puede incluir una matriz
de liberacién lenta en la cual se encuentre embebido el vehiculo de suministro génico. Como alternativa, cuando el
vector de suministro génico completo se pueda producir intacto a partir de células recombinantes, p. €j., vectores
retroviricos, el preparado farmacéutico podra incluir una o mas células que produzcan el sistema de suministro
génico.

I1l. Composiciones farmacéuticas que contienen ARNi

Se proporciona ademas en la presente composiciones farmacéuticas que contienen un ARNi, segln se describe en
la presente, y un portador farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica que contiene el ARNi es util
para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con la expresion o la actividad de un gen ALAS1 (p. €j., un
trastorno en el que participe la via de las porfirinas). Tales composiciones farmacéuticas se formulan en funcion del
modo de suministro. Por ejemplo, las composiciones se pueden formular para una administracion sistémica
mediante un suministro parenteral, p. ej., mediante un suministro intravenoso (IV). Una composicion proporcionada
en la presente (p. €j., una formulacién LNP) se puede formular para un suministro intravenoso. Una composicion
proporcionada en la presente (p. €., una composicién que comprende un conjugado de tipo GalNAc) se puede
formular para un suministro subcutaneo.

Las composiciones farmacéuticas que se exponen en la presente se administran con una dosis suficiente para
inhibir la expresiéon de un gen ALAS1. En general, una dosis adecuada de ARNi estara comprendida en el intervalo
de 0.01 a 200.0 miligramos por kilogramo de peso corporal del receptor por dia, generalmente en el intervalo de 1 a
50 mg por kilogramo de peso corporal por dia. Por ejemplo, se pueden administrar 0.05 mg/kg, 0.5 mg/kg, 1 mg/kg,
1.5 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 30 mg/kg, 40 mg/kg o 50 mg/kg del ARNbc en cada dosis. La
composiciéon farmacéutica se puede administrar una vez al dia o el ARNi se puede administrar como dos, tres o mas
subdosis en intervalos adecuados a lo largo del dia o incluso utilizando una infusiéon continua o un suministro a
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través de una formulacion de liberacion controlada. En este caso, la cantidad de ARNi contenida en cada subdosis
debe ser correspondientemente menor con el fin de obtener la dosis diaria total. La unidad de dosificacion también
se puede componer para que se suministre durante varios dias, p. €j., utilizando una formulacién de liberacién
sostenida convencional que proporcione una liberacién sostenida del ARNi durante un periodo de varios dias. Las
formulaciones de liberacion sostenida son de uso comun en la técnica y son particularmente Utiles para suministrar
agentes en un sitio particular, tal como se puede utilizar con los agentes descritos en la presente. En este aspecto, la
unidad de dosificacion contiene un multiple correspondiente de la dosis diaria.

El efecto de una Unica dosis sobre los niveles de ALAS1 puede tener una duracién prolongada, de manera que las
dosis posteriores se administran en intervalos de no méas de 3, 4 o 5 dias, 0 en intervalos de no mads de 1,2,3 0 4
semanas.

El experto apreciara que ciertos factores pueden ejercer un efecto sobre la dosis y el tiempo requerido para tratar de
forma eficaz a un sujeto, que incluyen, sin caracter limitante, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los
tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion puede incluir un tratamiento
Unico o una serie de tratamientos. Las estimaciones de las dosis eficaces y las semividas in vivo para los ARNi
individuales englobados en la divulgacion se pueden realizar utilizando metodologias convencionales o en funcién
de la evaluacion in vivo utilizando un modelo animal adecuado, segun se describe en otras partes de la presente.

Los avances en la genética del raton han generado una serie de modelos de ratén para el estudio de varias
enfermedades humanas tales como los procesos patoldgicos relacionados con la expresion de ALAS1 (p. €.,
procesos patologicos en los que participan las porfirinas o los defectos en la via de las porfirinas tales como, por
ejemplo, las porfirias). Tales modelos se pueden utilizar para la evaluacion in vivo del ARNi, asi como también para
determinar una dosis terapéuticamente eficaz y/o una pauta posolégica eficaz.

Un modelo de raton adecuado es, por ejemplo, un ratén que contenga un transgén que exprese ALAS1 humano. Se
pueden utilizar ratones que contienen mutaciones activantes (p. ej., mutaciones que se asocian con porfirias
hepaticas agudas en humanos) para determinar la dosis terapéuticamente eficaz y/o la duracion de la administracion
del ARNip de ALAS1. Se describen ademas en la presente composiciones farmacéuticas y formulaciones que
incluyen los compuestos de ARNi que se exponen en la presente. Las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacién se pueden administrar de varias maneras dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y
en funcion del area que se ha de tratar. La administraciéon puede ser tdpica (p. ej., mediante un parche
transdérmico), pulmonar, p. ej., mediante inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, que incluyen un
nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica, oral o parenteral. La administracion parenteral
incluye la inyeccion o infusion intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; la administracion
subdérmica, p. ej., mediante un dispositivo implantado; o intracraneal, p. ej., mediante administracion
intraparenquimal, intratecal o intraventricular.

El ARNi se puede suministrar de modo que tenga como diana un tejido particular tal como un tejido que produzca
eritrocitos. Por ejemplo, el ARNi se puede suministrar a la médula dsea, el higado (p. €j., los hepatocitos del higado),
los nédulos linfaticos, el bazo, los pulmones (p. €j., la pleura de los pulmones) o la columna vertebral. El ARNi se
puede suministrar a la médula 6sea.

Las composiciones farmacéuticas y las formulaciones para la administracién tépica pueden incluir parches
transdérmicos, ungiientos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles, liquidos y polvos. Pueden resultar
necesarios o deseables portadores farmacéuticos convencionales, bases oleosas, acuosas o en polvo, espesantes y
similares. También pueden resultar Gtiles condones recubiertos, guantes y similares. Las formulaciones topicas
adecuadas incluyen aquellas en las que los ARNi que se exponen en la presente se encuentran en una mezcla con
un agente de suministro topico tal como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides,
agentes quelantes y surfactantes. Los lipidos y liposomas adecuados incluyen los que son neutros (p. €j.,
dioleoilfosfatidiletanolamina DOPE, dimiristoilfosfatidilcolina DMPC, diestearoilfosfatidilcolina) negativos (p. ej.,
dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG) y cati6nicos (p. ej., dioleoiltetrametilaminopropilo ~ DOTAP vy
dioleoilfosfatidiletanolamina DOTMA). Los ARNi que se exponen en la presente se pueden enapsular dentro de
liposomas o pueden formar complejos con ellos, en particular con liposomas catidnicos. Como alternativa, los ARNi
pueden formar complejos con lipidos, en particular con lipidos catiénicos. Los acidos grasos y ésteres adecuados
incluyen, sin caracter limitante, &cido araquidénico, acido oleico, &cido eicosanoico, &acido laurico, acido caprilico,
acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato,
monooleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina o
un éster de alquilo C1-20 (p. €j., isopropilmiristato IPM), monoglicérido, diglicérido o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos. Las formulaciones tépicas se describen con detalle en la Patente de EE. UU. N.? 6.747.014.

Formulaciones de liposomas

Existen muchas estructuras de surfactantes organizadas, ademas de las microemulsiones, que han sido estudiadas
y utilizadas para la formulacion de farmacos. Estas incluyen monocapas, micelas, bicapas y vesiculas. Las
vesiculas, tales como los liposomas, han despertado mucho interés debido a su especificidad y duracién de la
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accién que ofrecen desde el punto de vista del suministro farmacol6gico. El término "liposoma”, tal como se utiliza en
la presente, se refiere a una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas.

Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que contienen una membrana formada de un material
lipofilo y un interior acuoso. La porcién acuosa contiene la composicion que se ha de suministrar. Los liposomas
cationicos poseen la ventaja de que son capaces de fusionarse con la pared celular. Los liposomas no catiénicos,
aunque no son capaces de fusionarse tan eficazmente con la pared celular, son captados por los macréfagos in vivo.

Con el fin de atravesar la piel de los mamiferos y mantenerse intactas, las vesiculas lipidicas deben pasar a través
de una serie de poros finos, cada uno de ellos con un diametro inferior a 50 nm, bajo la influencia de un gradiente
transdérmico adecuado. Por consiguiente, es deseable utilizar un liposoma que se pueda deformar en gran medida y
que sea capaz de pasar a través de estos poros finos.

Otras ventajas de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar una amplia gama de farmacos solubles en agua y
lipidos; los liposomas pueden proteger farmacos encapsulados en sus compartimentos internos frente al
metabolismo y la degradacién (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245). Algunas consideraciones importantes en la
preparacion de formulaciones de liposomas son la carga superficial del lipido, el tamario de la vesicula y el volumen
acuoso de los liposomas.

Los liposomas son Utiles para transferir y suministrar principios activos al sitio de accion. Debido a que la membrana
de los liposomas es estructuralmente similar a las membranas bioldgicas, cuando los liposomas se aplican a un
tejido, los liposomas se empiezan a fusionar con las membranas celulares y, a medida que la fusién de los
liposomas y la célula avanza, los contenidos de los liposomas se vierten en la célula, donde el agente activo puede
actuar.

Las formulaciones de liposomas han sido el centro de investigaciones exhaustivas como el modo de suministro para
muchos farmacos. Cada vez existen més evidencias de que, para la administracion tépica, los liposomas presentan
varias ventajas en comparacioén con otras formulaciones. Tales ventajas incluyen una reducciéon de los efectos
laterales relacionados con una absorcién sistémica elevada del farmaco administrado, un incremento de la
acumulacion del farmaco administrado en la diana deseada y la capacidad de administrar una amplia variedad de
farmacos, tanto hidréfilos como hidréfobos, en la piel.

Varios informes han detallado la capacidad de los liposomas para suministrar agentes, incluido el ADN de peso
molecular elevado, en la piel. Se han administrado a la piel compuestos que incluyen analgésicos, anticuerpos,
hormonas y ADN de peso molecular elevado. La mayoria de aplicaciones actuaron sobre la epidermis superior.

Los liposomas se clasifican en dos grandes clases. Los liposomas catiénicos son liposomas de carga positiva que
interaccionan con las moléculas de ADN de carga negativa para formar un complejo estable. El complejo de
ADN/liposoma de carga positiva se une a la superficie celular de carga negativa y se interioriza en un endosoma.
Debido al pH acido del interior del endosoma, los liposomas se fracturan y liberan sus contenidos en el interior del
citoplasma celular (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Los liposomas que son sensibles al pH o de carga negativa, atrapan el ADN en lugar de complejarse con él. Debido
a que tanto el ADN como el lipido tienen una carga similar, se produce una repulsién en lugar de la formacién de un
complejo. A pesar de ello, parte del ADN queda atrapado en el interior acuoso de estos liposomas. Los liposomas
sensibles al pH han sido utilizados para suministrar ADN que codifica el gen de la timidina-cinasa a monocapas
celulares en cultivo. Se detectd la expresion del gen exdgeno en las células diana (Zhou et al., Journal of Controlled
Release, 1992, 19, 269-274).

Un tipo principal de composicion de liposomas incluye fosfolipidos distintos de la fosfatidilcolina de origen natural.
Las composiciones de liposomas neutros se pueden formar, por ejemplo, a partir de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)
o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Las composiciones de liposomas aniénicos se forman en general a partir de
dimiristoilfosfatidilglicerol, mientras que los liposomas fusogénicos aniénicos se forman principalmente a partir de
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). Otro tipo de composicion de liposomas se forma a partir de fosfatidilcolina (PC)
tal como, por ejemplo, PC de soja y PC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de un fosfolipido y/o
fosfatidilcolina y/o colesterol.

Varios estudios han evaluado el suministro topico de formulaciones farmacoldgicas de liposomas en la piel. La
aplicacién de liposomas que contenian interferén a la piel de conejillos de Indias dio como resultado una reduccion
de Ulceras de herpes en la piel, mientras que el suministro de interferén por otros medios (p. €j., como una solucién o
como una emulsién) no fue eficaz (Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410). Ademas, un estudio
adicional evaluo la eficacia del interferén administrado como parte de una formulacién de liposomas en comparacion
con la administracion del interferén utilizando un sistema acuoso, y llegd a la conclusién de que la formulacion de
liposomas era mejor que la administracion acuosa (du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-265).
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También se han examinado sistemas de liposomas no i6nicos para determinar su utilidad en el suministro de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden un surfactante no iénico y colesterol. Se utilizaron
formulaciones de liposomas no i6nicos que comprendian NovasomeTM | (dilaurato de glicerilo/colesterol/éter
polioxietilen-10-estearilico) y NovasomeTM Il (diestearato de glicerilo/colesterol/éter polioxietilen-10-estearilico) para
suministrar ciclosporina A en la dermis de piel de raton. Los resultados indicaron que tales sistemas de liposomas no
ionicos eran eficaces a la hora de facilitar la deposicion de la ciclosporina A en diferentes capas de la piel (Hu et al.
S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466).

Los liposomas también incluyen liposomas "estabilizados estéricamente”, un término que, tal como se utiliza en la
presente, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se incorporan en
los liposomas, proporcionan unos tiempos de vida en circulacién mejorados en comparacién con los liposomas que
carecen de tales lipidos especializados. Los ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en los
que parte de la porcion lipidica del liposoma que forma las vesiculas (A) comprende uno o mas glicolipidos, tales
como el monosialogangliésido GM1, o (B) se derivatiza con uno o mas polimeros hidroéfilos, tales como un resto de
polietilenglicol (PEG). Sin pretender vincularse a ninguna teoria particular, se cree en la técnica que, al menos para
los liposomas estabilizados estéricamente que contienen gangliésidos, esfingomielina o lipidos derivatizados con
PEG, la semivida en circulacién mejorada de estos liposomas estabilizados estéricamente procede de una reduccion
de la captacion en células del sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et al.,
Cancer Research, 1993, 53, 3765).

En la técnica se conocen varios liposomas que comprenden uno o mas glicolipidos. Papahadjopoulos et al. (Ann.
N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) han descrito la capacidad del monosialogangliésido GM1, el sulfato de
galactocerebrosido y el fosfatidilinositol para mejorar las semividas en sangre de los liposomas. Estos resultados
fueron corroborados por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 6949). La Pat. de EE. UU. N.?
4.837.028 y WO 88/04924, ambas de Allen et al., describen liposomas que comprenden (1) esfingomielina y (2) el
gangliésido GM1 o un éster de tipo sulfato de un galactocerebrésido. La Pat. de EE. UU. N.? 5.543.152 (Webb et al.)
describe liposomas que comprenden esfingomielina. En WO 97/13499 (Lim et al.) se describen liposomas que
comprenden 1,2-sn-dimiristoilfosfatidilcolina.

En la técnica se han descrito muchos liposomas que comprenden lipidos derivatizados con uno o mas polimeros
hidréfilos y métodos para prepararlos. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980, 53, 2778) han descrito
liposomas que comprenden un detergente no iénico, 2C1215G, que contiene un resto de PEG. lllum et al. (FEBS
Lett., 1984, 167, 79) descubrieron que un recubrimiento hidréfilo de particulas de poliestireno con glicoles
poliméricos proporcionaba unas semividas en sangre significativamente mejoradas. Sears (Pat. de EE. UU. N.°s
4.426.330 y 4.534.899) ha descrito fosfolipidos sintéticos modificados mediante la unién de grupos carboxilicos de
polialquilenglicoles (p. ej., PEG). Klibanov et al. (FEBS Lett.,, 1990, 268, 235) han descrito experimentos que
demuestran que los liposomas que comprenden fosfatidiletanolamina (PE) derivada con PEG o estearato de PEG
presentan incrementos significativos de las semividas en circulacién en sangre. Blume et al. (Biochimica et
Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) extendieron estas observaciones a otros fosfolipidos derivatizados con PEG, p. €j.,
DSPE-PEG, formados a partir de la combinacion de diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y PEG. Se han descrito
liposomas que tienen restos de PEG unidos covalentemente en su superficie externa en la Patente Europea N.2 EP
0 445 131 B1 y en WO 90/04384 de Fisher. Woodle et al. (Pat. de EE. UU. N.%s 5.013.556 y 5.356.633) y Martin et
al. (Pat. de EE. UU. N.® 5.213.804 y Patente Europea N.2 EP 0 496 813 B1) han descrito composiciones de
liposomas que contienen un porcentaje molar de 1-20 de PE derivatizado con PEG y métodos para utilizarlas. En
WO 91/05545 y la Pat. de EE. UU. N.? 5.225.212 (ambas de Martin et al.) y en WO 94/20073 (Zalipsky et al.) se
describen liposomas que comprenden una serie de conjugados de lipido-polimero diferentes. En WO 96/10391 (Choi
et al.) se describen liposomas que comprenden lipidos de ceramida modificados con PEG. La Pat. de EE. UU. N.?
5.540.935 (Miyazaki et al.) y la Pat. de EE. UU. N.? 5.556.948 (Tagawa et al.) describen liposomas que contienen
PEG y que se pueden derivatizar adicionalmente con restos funcionales en sus superficies.

En la técnica se conocen varios liposomas que comprenden &cidos nucleicos. El documento WO 96/40062 de
Thierry et al. describe métodos para encapsular acidos nucleicos de peso molecular elevado en liposomas. La Pat.
de EE. UU. N.® 5.264.221 de Tagawa et al. describe liposomas unidos a proteinas y afirma que los contenidos de
tales liposomas pueden incluir un ARNbc. La Pat. de EE. UU. N.? 5.665.710 de Rahman et al. describe ciertos
métodos para encapsular oligodesoxinucleétidos en liposomas. El documento WO 97/04787 de Love et al. describe
liposomas que comprenden ARNbc que tienen como diana el gen raf.

Los transfersomas son otro tipo mas de liposomas y son agregados lipidicos que se pueden deformar en gran
medida, los cuales son candidatos atractivos para ser utilizados como vehiculos de suministro farmacolégico. Los
transfersomas se pueden describir como goticulas lipidicas que se pueden deformar tanto que son capaces de
penetrar facilmente a través de poros que sean mas pequefios que la goticula. Los transfersomas se pueden
adaptar al entorno en el cual se utilizan, p. ej., se pueden autooptimizar (se pueden adaptar a la forma de los poros
en la piel), se pueden autoreparar, frecuentemente llegan a sus dianas sin sufrir fragmentaciéon y a menudo se
pueden autocargar. Para preparar transfersomas, es posible afadir activadores de los bordes superficiales,
normalmente surfactantes, a la composicién de liposomas estandar. Los transfersomas han sido utilizados para
suministrar albimina de suero a la piel. Se ha demostrado que el suministro mediado por transfersomas de la
albumina de suero es tan eficaz como la inyeccién subcutanea de una solucién que contenga albimina de suero.
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Los surfactantes se aplican de forma generalizada en formulaciones tales como emulsiones (incluidas las
microemulsiones) y liposomas. La manera mas comun de clasificar y puntuar las propiedades de los numerosos
tipos diferentes de surfactantes, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del equilibrio hidréfilo/lipéfilo
(HLB, por sus siglas en inglés). La naturaleza del grupo hidréfilo (que también se conoce como la "cabeza")
proporciona el medio mas util para clasificar los diferentes surfactantes utilizados en las formulaciones (Rieger, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

Si la molécula de surfactante no esta ionizada, se clasifica como un surfactante no i6nico. Los surfactantes no
i6nicos se aplican de forma generalizada en productos cosméticos y farmacéuticos, y se pueden utilizar en un amplio
intervalo de valores de pH. En general, sus valores de HLB estan comprendidos entre 2 y aproximadamente 18,
dependiendo de su estructura. Los surfactantes no ionicos incluyen ésteres no idnicos tales como ésteres de
etilenglicol, ésteres de propilenglicol, ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitan, ésteres de
sacarosa y ésteres etoxilados. Las alcanolamidas y los éteres no idnicos, tales como los alcoholes grasos etoxilados,
alcoholes propoxilados, polimeros en bloque etoxilados/propoxilados, también se incluyen en esta clase. Los
surfactantes de polioxietileno son los miembros mas populares de la clase de surfactantes no ionicos.

Si la molécula de surfactante tiene una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se
clasifica como aniodnico. Los surfactantes aniénicos incluyen carboxilatos tales como jabones, acillactilatos, amidas
acilicas de aminodcidos, ésteres del acido sulfurico tales como alquilsulfatos y alquilsulfatos etoxilados, sulfonatos
tales como alquilbencenosulfonatos, acilisotionatos, aciltauratos y sulfosuccinatos, y fosfatos. Los miembros mas
importantes de la clase de surfactantes aniénicos son los alquilsulfatos y los jabones.

Si la molécula de surfactante tiene una carga positiva cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se
clasifica como catiénico. Los surfactantes catiénicos incluyen sales de amonio cuaternario y aminas etoxiladas. Las
sales de amonio cuaternario son los miembros mas utilizados de esta clase.

Si la molécula de surfactante tiene la capacidad de tener tanto una carga positiva como negativa, el surfactante se
clasifica como anfétero. Los surfactantes anféteros incluyen derivados del &cido acrilico, alquilamidas sustituidas, N-
alquilbetainas y fosfatidos.

El uso de surfactantes en productos farmacoldgicos, formulaciones y en emulsiones ha sido objeto de articulos de
revision (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

Particulas de &cido nucleico-lipido

Un ARNbc de ALAS1 mencionado en la presente puede estar totalmente encapsulado en la formulacién lipidica, p.
ej., para formar una particula de SPLP, pSPLP, SNALP u otra particula de acido nucleico-lipido. El término "SNALP",
tal como se utiliza en la presente, se refiere a una particula de acido nucleico-lipido estable, incluida una SPLP. El
término "SPLP", tal como se utiliza en la presente, se refiere a una particula de acido nucleico-lipido que comprende
ADN plasmidico encapsulado dentro de una vesicula lipidica. Las SNALP y SPLP contienen normalmente un lipido
cationico, un lipido no catiénico y un lipido que evita la agregacion de la particula (p. ej., un conjugado de PEG-
lipido). Las SNALP y SPLP son extremadamente Utiles para las aplicaciones sistémicas, ya que exhiben unos
tiempos de vida en circulacion extendidos tras su inyeccion intravenosa (i.v.) y se acumulan en sitios alejados (p. €j.,
sitios separados fisicamente del sitio de administracién). Las SPLP incluyen "pSPLP", las cuales incluyen un
complejo de acido nucleico-agente de condensacién encapsulado, segin se expone en la Publicacion de PCT N.©
WO 00/03683. Las particulas de la presente divulgacién tienen normalmente un didmetro medio comprendido entre
aproximadamente 50 nm y aproximadamente 150 nm, mas habitualmente entre aproximadamente 60 nm y
aproximadamente 130 nm, mas habitualmente entre aproximadamente 70 nm y aproximadamente 110 nm, de la
forma mas habitual entre aproximadamente 70 nm y aproximadamente 90 nm y son sustancialmente atoxicas.
Ademas, los acidos nucleicos, cuando estan presentes en las particulas de acido nucleico-lipido de la presente
divulgacion, son resistentes en solucién acuosa a la degradacion por parte de una nucleasa. Las particulas de acido
nucleico-lipido y su método de preparacién se describen, p. €j., en las Patentes de EE. UU. N.%s 5.976.567,
5.981.501, 6.534.484, 6.586.410, 6.815.432 y la Publicacion de PCT N.2 WO 96/40964.

La proporcién de lipido frente a farmaco (proporcién de masa/masa) (p. €j., proporcion de lipido frente a ARNbc)
puede estar comprendida en el intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 50:1, de aproximadamente
1:1 a aproximadamente 25:1, de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 15:1, de aproximadamente 4:1 a
aproximadamente 10:1, de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 9:1 o de aproximadamente 6:1 a
aproximadamente 9:1.

El lipido catiénico puede ser, por ejemplo, cloruro de N,N-dioleil-N,N-dimetilamonio (DODAC), bromuro de N,N-
diestearil-N,N-dimetilamonio (DDAB), cloruro de N-(I-(2,3- dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), cloruro
de N-(I-(2,3-dioleiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), N,N-dimetil-2,3-dioleiloxi)propilamina (DODMA), 1,2-
dilinoleiloxi-N,N-dimetilaminopropano  (DLinDMA), [,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLenDMA), 1,2-
dilinoleilcarbamoiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-C-DAP), 1,2-dilinoleioxi-3-(dimetilamino)acetoxipropano (DLin-
DAC), 1,2-dilinoleioxi-3-morfolinopropano (DLin-MA), 1,2-dilinoleoil-3-dimetilaminopropano (DLinDAP), 1,2-
dilinoleiltio-3-dimetilaminopropano (DLin-S-DMA), 1-linoleoil-2-linoleiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-2-DMAP), sal
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de tipo cloruro de 1,2-dilinoleiloxi-3-trimetilaminopropano (DLin-TMA.CI), sal de tipo cloruro de 1,2-dilinoleoil-3-
trimetilaminopropano  (DLin-TAP.CI),  1,2-dilinoleiloxi-3-(N-metilpiperazino)propano  (DLin-MPZ) o  3-(N,N-
dilinoleilamino)-1,2-propanodiol (DLinAP), 3-(N,N-dioleilamino)-1,2-propanodiol (DOAP), 1,2-dilinoleiloxo-3-(2-N,N-
dimetilamino)etoxipropano (DLin-EG-DMA), |,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA), 2,2-dilinoleil-4-
dimetilaminometil-[1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA) o andlogos de este, (3aR,5S,6aS)-N,N-dimetil-2,2-di((9Z,122)-
octadeca-9,12-dienil)tetrahidro-3aH-ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina  (ALN100), 4-(dimetilamino)butanoato de
(62,92,282,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo  (MC3), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-hidroxidodecil)amino)etil)(2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etilazanodiil)didodecan-2-ol (Tech G1) o una mezcla de estos. El lipido
cationico puede comprender de aproximadamente un 20% mol a aproximadamente un 50% mol o aproximadamente
un 40% mol del lipido total presente en la particula.

Se puede utilizar el compuesto 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano para preparar nanoparticulas de lipido-
ARNip.

La particula de lipido-ARNip puede incluir un 40% de 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano: 10% de DSPC:
40% de colesterol: 10% de PEG-C-DOMG (porcentaje molar) con un tamafo de particula de 63.0 + 20 nm y una
proporcion de ARNip/lipido de 0.027.

El lipido no catiénico puede ser un lipido aniénico o un lipido neutro, que incluye, sin caracter limitante,
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dioleoilfosfatidilglicerol  (DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidiletanolamina  (DOPE),
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE), 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-I-
carboxilato de  dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE-mal),  dipalmitoilfosfatidiletanolamina  (DPPE),
dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), 16-O-monometil-PE, 16-O-dimetil-PE,
18-1-trans-PE, 1-estearoil-2-oleoilfosfatidiletanolamina (SOPE), colesterol o una mezcla de estos. El lipido no
cationico puede constituir de aproximadamente un 5% mol a aproximadamente un 90% mol, aproximadamente un
10% mol o aproximadamente un 58% mol si se incluye colesterol, del lipido total presente en la particula.

El conjugado de lipido que inhibe la agregacion de particulas puede ser, por ejemplo, un polietilenglicol (PEG)-lipido,
que incluye, sin caracter limitante, un PEG-diacilglicerol (DAG), un PEG-dialquiloxipropilo (DAA), un PEG-fosfolipido,
un PEG-ceramida (Cer) o una mezcla de estos. El conjugado de PEG-DAA puede ser, por ejemplo, un PEG-
dilauriloxipropilo  (Ci2), un PEG-dimiristiloxipropilo (Ci4), un PEG-dipalmitiloxipropilo (Ci6) o un PEG-
diesteariloxipropilo (C]8). El lipido conjugado que evita la agregacion de particulas puede constituir desde un 0% mol
hasta aproximadamente un 20% mol o aproximadamente un 2% mol del lipido total presente en la particula.

La particula de &cido nucleico-lipido puede incluir ademas colesterol con una concentracion comprendida, p. e€j.,
entre aproximadamente un 10% mol y aproximadamente un 60% mol o de aproximadamente un 48% mol del lipido
total presente en la particula.

El ARNi se puede formular en una nanoparticula lipidica (LNP).
LNPO1

Se pueden utilizar el lipidoide ND98-4HCI (PM 1487) (remitase a la Solicitud de Patente de EE. UU. N.2 12/056.230,
presentada el 26/3/2008), colesterol (Sigma-Aldrich) y PEG-ceramida C16 (Avanti Polar Lipids) para preparar
nanoparticulas de lipido-ARNbc (p. ej., particulas LNP0O1). Se pueden preparar soluciones patron de cada uno de
ellos en etanol como se indica a continuacion: ND98, 133 mg/mL; colesterol, 25 mg/mL, PEG-ceramida C16, 100
mg/mL. A continuacién, las soluciones patrén de ND98, colesterol y PEG-ceramida C16 se pueden combinar en una
relacién molar de, p. ej., 42:48:10. La solucion lipidica combinada se puede mezclar con ARNbc acuoso (p. €j., en
acetato de sodio de pH 5) de manera que la concentracion final de etanol sea de aproximadamente un 35-45% y la
concentracion final de acetato de sodio sea de aproximadamente 100-300 mM. Normalmente, las nanoparticulas de
lipido-ARNbc se forman espontaneamente cuando se produce la mezcla. Dependiendo de la distribuciéon de
tamafos de particula deseada, la mezcla de nanoparticulas resultante se puede extruir a través de una membrana
de policarbonato (p. €j., con un punto de corte de 100 nm) utilizando, por ejemplo, una extrusora de tambor térmico
tal como la extrusora Lipex (Northern Lipids, Inc). En algunos casos, se puede omitir el paso de extrusion. Se puede
conseguir eliminar el etanol e intercambiar el tampoén de forma simultdnea mediante, por ejemplo, didlisis o filtracion
de flujo tangencial. El tamp6n se puede intercambiar, por ejemplo, con una solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) a un pH de aproximadamente 7, p. €j., un pH de aproximadamente 6.9, un pH de aproximadamente 7.0, un
pH de aproximadamente 7.1, un pH de aproximadamente 7.2, un pH de aproximadamente 7.3 o un pH de
aproximadamente 7.4.
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Férmula 1
Las formulaciones de LNPO1 se describen, p. €j., en la Publicacién de Solicitud Internacional N.2 WO 2008/042973.

En la tabla a continuacion se proporcionan formulaciones de lipido-ARNbc ilustrativas adicionales.
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Tabla 10: Formulaciones lipidicas ilustrativas

Lipido catidnico

Conjugado de lipido cationico/lipido
no catidnico/colesterol/PEG-lipido
Proporcion de lipido:ARNip

DLinDMA/DPPC/Colesterol/PEG-cDMA

SNALP I,2-Dilinoleniloxi- N, N-dimetilaminopropano (DLinDMA) (57.1/7.1/34.4/1.4)
lipido:ARNip ~ 7:1
XTC/DPPC/Colesterol/PEG-cDMA
S-XTC 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 57.1/7.1/34.4/1.4
lipido:ARNip ~ 7:1
XTC/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNPO5 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 57.5/7.5/31.5/3.5
lipido:ARNip ~ 6:1
XTC/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNPO6 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 57.5/7.5/31.5/3.5
lipido:ARNip ~ 11:1
XTC/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNPO7 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 60/7.5/31/1.5
lipido:ARNip ~ 6:1
XTC/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNP08 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 60/7.5/31/1.5
lipido:ARNip ~ 11:1
XTC/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNPO9 2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (XTC) 50/10/38.5/1.5
lipido:ARNip 10:1
(3aR.,55,6aS)-N,N-dimetil-2,2-di((9Z,122)-octadeca-9,12- | ALN100/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNP10 dienil)tetrahidro-3aH-ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina 50/10/38.5/1.5
(ALN100) lipido:ARNip 10:1
NP1y | 4-(Dimetilamino)outanoato  de  (629228Z312)- g"&%’&fgﬁ/ gO'eSterO'/ PEG-DMG
heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo (MC3) lipido:ARNip 101
1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-hidroxidodecil)amino)etil) (2- C12-200/DSPC/Colesterol/PEG-DMG
LNP12 hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1- 50/10/38.5/1.5
il)etilazanodiil)didodecan-2-ol (C12-200) lipido:ARNip 10:1
XTC/DSPC/Col/PEG-DMG
LNP13 XTC 50/10/38.5/1.5
lipido:ARNip 33:1
MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
LNP14 MC3 40/15/40/5
lipido:ARNip 11:1
MC3/DSPC/Col/PEG-DSG/GalNAc-
PEG-DSG
LNP15 | MC3 50/10/35/4.5/0.5
lipido:ARNip 11:1
MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
LNP16 MC3 50/10/38.5/1.5
lipido:ARNip 7:1
MC3/DSPC/Col/PEG-DSG
LNP17 MC3 50/10/38.5/1.5

lipido:ARNip 10:1
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(continuacion)

MC3/DSPC/Col/PEG-DMG
LNP18 MC3 50/10/38.5/1.5
lipido:ARNip 12:1

MC3/DSPC/Col/PEG-DMG

LNP19 MC3 50/10/35/5
lipido:ARNip 8:1
MC3/DSPC/Col/PEG-DPG
LNP20 MC3 50/10/38.5/1.5

lipido:ARNip 10:1

C12-200/DSPC/Col/PEG-DSG

LNP21 C12-200 50/10/38.5/1.5
lipido:ARNip 7:1
XTC/DSPC/Col/PEG-DSG
LNP22 XTC 50/10/38.5/1.5

lipido:ARNip 10:1

DSPC: diestearoilfosfatidilcolina

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

PEG-DMG: PEG-didimiristoilglicerol (C14-PEG o PEG-C14) (PEG con un peso molecular medio de 2000)
PEG-DSG: PEG-diestirilglicerol (C18-PEG o PEG-C18) (PEG con un peso molecular medio de 2000)
PEG-cDMA: PEG-carbamoil-1,2-dimiristiloxipropilamina (PEG con un peso molecular medio de 2000)

Se describen formulaciones que comprenden SNALP (1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA)) en
la Publicacion Internacional N.2 W02009/127060, presentada el 15 de abril de 2009.

Se describen formulaciones que comprenden XTC, p. €j., en la Solicitud Internacional N.© PCT/US2010/022614,
presentado el 29 de enero de 2010.

Se describen formulaciones que comprenden MCS3, p. €j., en la Solicitud Internacional N.2 PCT/US10/28224,
presentada el 10 de junio de 2010.

Se describen formulaciones que comprenden ALNY-100, p. €j., en la Solicitud de Patente Internacional nimero
PCT/US09/63933, presentada el 10 de noviembre de 2009.

Se describen formulaciones que comprenden C12-200, p. €j., en la Solicitud Internacional N.© PCT/US10/33777,
presentada el 5 de mayo de 2010.

Sintesis de lipidos cationicos

Cualquiera de los compuestos, p. €j., lipidos catiénicos y similares, utilizados en las particulas de acido nucleico-
lipido que se exponen en la presente se pueden preparar mediante técnicas conocidas de sintesis organica, que
incluyen los métodos que se describen con mas detalle en los Ejemplos. Todos los sustituyentes son como se
definen a continuacién, a menos que se indique de otro modo.

El término "alquilo” se refiere a un hidrocarburo alifatico saturado, ciclico o no ciclico, de cadena lineal o ramificada,
que contiene de 1 a 24 atomos de carbono. Los alquilos saturados de cadena lineal representativos incluyen metilo,
etilo, n-propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo y similares; mientras que los alquilos saturados ramificados incluyen
isopropilo, sec-butilo, isobutilo, tert-butilo, isopentilo y similares. Los alquilos ciclicos saturados representativos
incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y similares; mientras que los alquilos ciclicos no saturados
incluyen ciclopentenilo y ciclohexenilo, y similares.

El término "alquenilo” se refiere a un alquilo, como se ha definido anteriormente, que contiene al menos un doble
enlace entre atomos de carbono adyacentes. Los alquenilos incluyen los isémeros tanto cis como trans. Los
alquenilos de cadena lineal y ramificada representativos incluyen etilenilo, propilenilo, 1-butenilo, 2-butenilo,
isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-butenilo y similares.

El término "alquinilo" se refiere a cualquier alquilo o alquenilo, como se han definido anteriormente, que contiene
adicionalmente al menos un triple enlace entre atomos de carbono adyacentes. Los alquinilos de cadena lineal y
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ramificada representativos incluyen acetilenilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo, 3-metil-1
butinilo y similares.

El término "acilo" se refiere a cualquier alquilo, alquenilo o alquinilo donde el &tomo de carbono en el punto de unién
se ha sustituido con un grupo oxo, segun se define mas adelante. Por ejemplo, -C(=0)alquilo, -C(=O)alquenilo y -
C(=0)alquinilo son grupos acilo.

El término "heterociclo”" se refiere a un anillo heterociclico monociclico de 5 a 7 miembros o biciclico de 7 a 10
miembros, el cual esta saturado, no saturado o es aromatico, y el cual contiene 1 o 2 heterodtomos seleccionados
independientemente entre nitrogeno, oxigeno y azufre, y donde los heteroatomos de nitrégeno y azufre pueden estar
opcionalmente oxidados y el heterodtomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternalizado, incluidos los
anillos biciclicos en los cuales cualquiera de los heterociclos anteriores esté fusionado con un anillo de benceno. El
heterociclo puede estar unido mediante cualquier heteroatomo o atomo de carbono. Los heterociclos incluyen los
heteroarilos, segin se definen méas adelante. Los heterociclos incluyen morfolinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo,
piperidinilo, piperizinilo, hidantoinilo, valerolactamilo, oxiranilo, oxetanilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidropiridinilo, tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidropirimidinilo,
tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo y similares.

Las expresiones "alquilo opcionalmente sustituido", "alquenilo opcionalmente sustituido”, "alquinilo opcionalmente
sustituido", "acilo opcionalmente sustituido" y "heterociclo opcionalmente sustituido" se refieren a que, cuando estan
sustituidos, al menos un atomo de hidrégeno se ha reemplazado por un sustituyente. En el caso de un sustituyente
oxo (=0), se han reemplazado dos atomos de hidrogeno. En este sentido, los sustituyentes incluyen oxo, halégeno,
heterociclo, -CN, -ORx, -NRxRy, -NRxC(=0)Ry, -NRxSO2Ry, -C(=O)Rx, -C(=0)ORx, -C(=O)NRxRy, -SOnRx y -
SOnNRxRy, donde n es 0, 1 0 2, Rx y Ry son iguales o diferentes y son independientemente hidrégeno, alquilo o
heterociclo, y cada uno de dichos sustituyentes alquilo y heterociclo puede estar sustituido adicionalmente con uno o
mas de los siguientes: oxo, halégeno, -OH, -CN, alquilo, -ORXx, heterociclo, -NRxRy, -NRxC(=0O)Ry, -NRxSO2Ry, -
C(=0)Rx, -C(=0)ORYx, -C(=O)NRxRy, -SOnRx y -SOnNRxRy.

El término "hal6geno” se refiere a fluoro, cloro, bromo y yodo.

Los métodos que se exponen en la presente pueden requerir el uso de grupos protectores. Los expertos en la
técnica estaran familiarizados con la metodologia de grupos protectores (remitase, por ejemplo, a Protective Groups
in Organic Synthesis, Green, T.W. et al., Wiley-Interscience, Ciudad de Nueva York, 1999). Resumiendo, los grupos
protectores, en el contexto de la presente, son cualquier grupo que reduzca o elimine la reactividad no deseada de
un grupo funcional. Se puede afnadir un grupo protector a un grupo funcional para enmascarar su reactividad durante
ciertas reacciones y a continuacion se elimina para revelar el grupo funcional original. Se puede utilizar un "grupo
protector de alcoholes". Un "grupo protector de alcoholes" es cualquier grupo que reduzca o elimine la reactividad no
deseada de un grupo funcional de tipo alcohol. Los grupos protectores se pueden afadir y eliminar utilizando
técnicas de uso comun en la materia.

Sintesis de la Férmula A

Las particulas de acido nucleico-lipido que se exponen en la presente se formulan utilizando un liquido catiénico de
formula A:

R3
\
N_R4

donde R1 y R2 son independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo, pudiendo estar cada uno de ellos
opcionalmente sustituido, y R3 y R4 son independientemente alquilo inferior o R3 y R4 se pueden considerar
conjuntamente para formar un anillo heterociclico opcionalmente sustituido. El lipido catiénico puede ser XTC (2,2-
dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano). En general, el lipido de formula A anterior se puede preparar mediante
los siguientes Esquemas de reaccion 1 o 2, donde todos los sustituyentes son como se han definido anteriormente,
a menos que se indique de otro modo.
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Esquema 1
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Esquema 1

El lipido A, donde R1 y R2 son independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo, pudiendo estar cada uno de ellos
opcionalmente sustituido, y R3 y R4 son independientemente alquilo inferior o R3 y R4 se pueden considerar
conjuntamente para formar un anillo heterociclico opcionalmente sustituido, se puede preparar de acuerdo con el
Esquema 1. La cetona 1 y el bromuro 2 se pueden adquirir o preparar de acuerdo con métodos conocidos por los
expertos en la técnica. La reaccion de 1 y 2 proporciona el cetal 3. El tratamiento del cetal 3 con la amina 4
proporciona los lipidos de formula A. Los lipidos de formula A se pueden convertir en la correspondiente sal de
amonio con una sal organica de férmula 5, donde X es un contraién seleccionado entre halégeno, hidroxido, fosfato,
sulfato o similares.

Esquema 2

BrMg—R; + Ry,=CN

0=

R4

<

R, R;
Como alternativa, la cetona 1 que actlia como material de partida se puede preparar de acuerdo con el Esquema 2.
El reactivo de Grignard 6 y el cianuro 7 se pueden adquirir o preparar de acuerdo con métodos conocidos por los

expertos en la técnica. La reaccién de 6 y 7 proporciona la cetona 1. La conversiéon de la cetona 1 en los lipidos
correspondientes de férmula A se lleva a cabo como se ha descrito en el Esquema 1.

Sintesis de MC3

La preparacion de DLin-M-C3-DMA (es decir, 4-(dimetilamino)butanoato de (6Z,97,287,31Z)-heptatriaconta-
6,9,28,31-tetraen-19-ilo) se llevd a cabo como se indica a continuacion. Una solucion de (6Z,97,287,317)-
heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ol (0.53 g), clorhidrato del acido 4-N,N-dimetilaminobutirico (0.51 g), 4-N,N-
dimetilaminopiridina (0.61 g) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0.53 g) en diclorometano (5
mL) se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. La solucién se lavé con acido clorhidrico diluido y a
continuacion con bicarbonato de sodio acuoso diluido. Las fracciones organicas se secaron con sulfato de magnesio
anhidro, se filtraron y se elimin6 el disolvente en un rotavapor. El residuo se hizo pasar a través de una columna de
gel de silice (20 g) utilizando un gradiente de elucion de un 1-5% de metanol/diclorometano. Las fracciones que

73



10

15

20

25

30

35

40

ES 2804510 T3

contenian el producto purificado se combinaron y se eliminé el disolvente, para proporcionar un aceite incoloro (0.54
9)-

Sintesis de ALNY-100

La sintesis del cetal 519 [ALNY-100] se llevé a cabo utilizando el siguiente esquema 3:

NHBoc NHMe NCbzMe NCbzMe NCbzMe
LAH Cbz-OSu, NEt3 NMO, 0s04 .
— Ho Ho
OH
514 515 516 son 517890
0 = PTSA

o] — = LAH, 1M THF o] — =
MezN""O: . - MerzN~~<I
0 = o o AN—

Sintesis de 515:

A una suspension agitada de LiAIH4 (3.74 g, 0.09852 mol) en 200 mL de THF anhidro en un matraz de fondo
redondo de dos bocas (1 L), se afiadioé una solucién de 514 (10 g, 0.04926 mol) en 70 mL de THF lentamente a 0 oC
en atmosfera de nitrégeno. Tras completar la adicién, la mezcla de reaccion se calent6é hasta temperatura ambiente
y a continuacién se calenté a reflujo durante 4 h. La evolucién de la reaccién se monitoriz6 mediante TLC. Después
de que se completara la reaccion (mediante TLC), la mezcla se enfri6 hasta 0 oC y se desactivd afiadiendo
cuidadosamente una solucion saturada de Na2SO4. La mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura
ambiente y se separé por filtracion. El residuo se lavd bien con THF. El filtrado y los lavados se mezclaron, se
diluyeron con 400 mL de dioxano y 26 mL de HCI conc. y se agitaron durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Los componentes volatiles se eliminaron al vacio para proporcionar la sal clorhidrica de 515 como un sélido blanco.
Rendimiento: 7.12 g. TH-RMN (DMSO, 400MHz): & = 9.34 (ancho, 2H), 5.68 (s, 2H), 3.74 (m, 1H), 2.66-2.60 (m, 2H),
2.50-2.45 (m, 5H).

Sintesis de 516:

A una solucion agitada del compuesto 515 en 100 mL de DCM anhidro en un matraz de fondo redondo de dos bocas
de 250 mL, se afiadido NEt3 (37.2 mL, 0.2669 mol) y se enfrié6 hasta 0 oC en atmoésfera de nitrégeno. Después de
una adicion lenta de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida (20 g, 0.08007 mol) en 50 mL de DCM anhidro, se permitio
que la mezcla de reaccién se calentara hasta temperatura ambiente. Después de que se completara la reaccién (2-3
h mediante TLC), la mezcla se lavd sucesivamente con una solucién de HClI 1 N (1 x 100 mL) y una solucion
saturada de NaHCOS3 (1 x 50 mL). A continuacion, la fase organica se secé con Na2S0O4 anhidro y se evaporé el
disolvente para obtener un material crudo, el cual se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
para obtener 516 como una masa pegajosa. Rendimiento: 11 g (89%). 1H-RMN (CDCI3, 400 MHz): 5 = 7.36-7.27
(m, 5H), 5.69 (s, 2H), 5.12 (s, 2H), 4.96 (a, 1H) 2.74 (s, 3H), 2.60 (m, 2H), 2.30-2.25 (m, 2H). LC-MS [M+H] -232.3
(96.94%).

Sintesis de 517A y 517B:

El ciclopenteno 516 (5 g, 0.02164 mol) se disolvi6é en una solucion de 220 mL de acetona y agua (10:1) en un matraz
de fondo redondo de 500 mL de una boca y a esto se le afiadié N-6xido de N-metilmorfolina (7.6 g, 0.06492 mol) y a
continuacion 4.2 mL de una solucién al 7.6% de OsO4 (0.275 g, 0.00108 mol) en tert-butanol a temperatura
ambiente. Después de que se completara la reaccién (~ 3 h), la mezcla se desactivé con la adicion de Na2SO3
solido y la mezcla resultante se agité durante 1.5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se diluyé con
DCM (300 mL) y se lavé con agua (2 x 100 mL), a continuacion con una solucién saturada de NaHCO3 (1 x 50 mL),
agua (1 x 30 mL) y finalmente con salmuera (1x 50 mL). La fase organica se sec6 con Na2SO4 anhidro y se elimin6
el disolvente al vacio. La purificacion del material crudo mediante cromatografia en columna de gel de silice
proporcioné una mezcla de diasteredmeros, los cuales se separaron mediante HPLC prep. Rendimiento: - 6 g de
crudo

517A - Pico 1 (sélido blanco), 5.13 g (96%). 1TH-RMN (DMSO, 400 MHz): 6 = 7.39-7.31 (m, 5H), 5.04 (s, 2H), 4.78-
4.73 (m, 1H), 4.48-4.47 (d, 2H), 3.94-3.93 (m, 2H), 2.71 (s, 3H), 1.72- 1.67 (m, 4H). LC-MS - [M+H]-266.3,
[M+NH4+]-283.5 presente, HPLC-97.86%. Estereoquimica confirmada mediante rayos X.

Sintesis de 518:
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Utilizando un procedimiento analogo al descrito para la sintesis del compuesto 505, se obtuvo el compuesto 518 (1.2
g, 41%) como un aceite incoloro. 1H-RMN (CDCI3, 400 MHz): & = 7.35-7.33 (m, 4H), 7.30-7.27 (m, 1H), 5.37-5.27
(m, 8H), 5.12 (s, 2H), 4.75 (m, 1H), 4.58-4.57 (m, 2H), 2.78-2.74 (m, 7H), 2.06-2.00 (m, 8H), 1.96-1.91 (m, 2H), 1.62
(m, 4H), 1.48 (m, 2H), 1.37-1.25 (m a, 36 H), 0.87 (m, 6H). HPLC-98.65%.

Procedimiento general para la sintesis del compuesto 519:

Una solucion del compuesto 518 (1 eq) en hexano (15 mL) se afiadié gota a gota a una solucién enfriada con hielo
de LAH en THF (1 M, 2 eq). Tras completar la adicion, la mezcla se calentd a 40 oC durante 0.5 h y a continuacion
se enfri6 de nuevo en un bafno de hielo. La mezcla se hidroliz6 cuidadosamente con Na2S0O4 acuoso saturado, a
continuacion se filtré a través de celite y se redujo hasta obtener un aceite. La cromatografia en columna
proporcioné 519 puro (1.3 g, 68%), que se obtuvo como un aceite incoloro. 13C RMN = 130.2, 130.1 (x2), 127.9
(x3), 112.3, 79.3, 64.4, 44.7, 38.3, 35.4, 31.5, 29.9 (x2), 29.7, 29.6 (x2), 29.5 (x3), 29.3 (x2), 27.2 (x3), 25.6, 24.5,
23.3, 226, 14.1; MS por electronebulizacién (modo positivo): Peso molecular para C44H80NO2 (M + H)+ Calc. 654.6,
Experimental 654.6.

Las formulaciones preparadas mediante el método estdndar o un método exento de extrusiébn se pueden
caracterizar de maneras similares. Por ejemplo, las formulaciones se caracterizan normalmente mediante una
inspeccion visual. Deberian ser soluciones translicidas blanquecinas exentas de agregados o sedimento. El tamafo
de particula y la distribucion de tamanos de particula de las nanoparticulas lipidicas se pueden medir mediante
dispersion de la luz utilizando, por ejemplo, un instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, EE. UU.). Las
particulas deberian de tener un tamafo de aproximadamente 20-300 nm, tal como de 40-100 nm. La distribucion de
tamanos de particula deberia ser unimodal. La concentracién total de ARNbc en la formulacién, asi como también la
fraccion atrapada, se estima utilizando un ensayo de exclusion de tinte. Una muestra del ARNbc formulado se puede
incubar con un tinte de unién a ARN, tal como Ribogreen (Molecular Probes), en presencia o ausencia de un
surfactante que altere la formulacion, p. ej., Triton-X100 al 0.5%. EI ARNbc total de la formulacién se puede
determinar mediante la sefal procedente de la muestra que contiene el surfactante, en relacién con una curva
patron. La fraccion atrapada se determina restando el contenido de ARNbc "libre" (que se mide mediante la sefal en
ausencia de surfactante) del contenido de ARNbc total. El porcentaje de ARNbc atrapado es normalmente > 85%.
Para una formulacion SNALP, el tamafo de particula es de al menos 30 nm, al menos 40 nm, al menos 50 nm, al
menos 60 nm, al menos 70 nm, al menos 80 nm, al menos 90 nm, al menos 100 nm, al menos 110 nm y al menos
120 nm. En el intervalo adecuado es normalmente de aproximadamente al menos 50 nm a aproximadamente al
menos 110 nm, de aproximadamente al menos 60 nm a aproximadamente al menos 100 nm o de aproximadamente
al menos 80 nm a aproximadamente al menos 90 nm.

Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Puede ser deseable utilizar espesantes, agentes saborizantes, diluyentes,
emulsionantes, adyuvantes dispersantes o aglutinantes. Las formulaciones orales pueden ser aquellas en las que
los ARNbc que se exponen en la presente se administran conjuntamente con uno o mas agentes quelantes y
surfactantes potenciadores de la penetracion. Los surfactantes adecuados incluyen acidos grasos y/o ésteres o
sales de estos, acidos biliares y/o sales de estos. Los &acidos/sales biliares adecuados incluyen &acido
quenodesoxicélico (CDCA) y acido ursodesoxiquenodesoxicolico (UDCA), acido cdlico, acido deshidrocélico, acido
desoxicolico, acido glucdlico, acido glicolico, acido glicodesoxicolico, acido taurocoélico, acido taurodesoxicdlico,
tauro-24,25-dihidrofusidato de sodio y glicodihidrofusidato de sodio. Los acidos grasos adecuados incluyen &cido
araquiddnico, acido undecanoico, acido oleico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico, acido
palmitico, acido estedrico, &cido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-
monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina o un monoglicérido, un
diglicérido o una sal farmacéuticamente aceptable de estos (p. €j., de sodio). Se pueden utilizar combinaciones de
potenciadores de la penetracion, por ejemplo, sales/acidos grasos combinados con sales/acidos biliares. Una
combinacion ilustrativa es la sal sédica de acido laurico, acido caprico y UDCA. Otros potenciadores de la
penetracion incluyen el éter polioxietilen-9-laurilico y el éter polioxietilen-20-cetilico. Los ARNbc que se exponen en
la presente se pueden suministrar por via oral, en forma granular, que incluye particulas secas pulverizadas, o
complejado para formar micro- o nanoparticulas. Los agentes complejantes de ARNbc incluyen poliaminoacidos;
poliiminas; poliacrilatos; polialquilacrilatos, polioxetanos, polialquilcianoacrilatos; gelatinas cationizadas, albuminas,
almidones, acrilatos, polietilenglicoles (PEG) y almidones; polialquilcianoacrilatos; poliiminas derivatizadas con
DEAE, polulanos, celulosas y almidones. Los agentes complejantes adecuados incluyen quitosano, N-
trimetilquitosano,  poli-L-lisina,  polihistidina,  poliornitina,  poliesperminas,  protamina,  polivinilpiridina,
politiodietilaminometiletileno P(TDAE), poliaminoestireno (p- ej., p-amino), poli(metilcianoacrilato),
poli(etilcianoacrilato), poli(butilcianoacrilato), poli(isobutilcianoacrilato), poli(isohexilcianoacrilato), DEAE-metacrilato,
DEAE-hexilacrilato, DEAE-acrilamida, DEAE-alumina y DEAE-dextrano, polimetilacrilato, polihexilacrilato, poli(acido
D,L-lactico), poli(acido DL-lactico-co-glicélico (PLGA), alginato y polietilenglicol (PEG). Se describen detalladamente
formulaciones orales para ARNbc y su preparacién en la Patente de EE. UU. 6.887.906, la Publicacion de EE. UU.
N.2 20030027780 y la Patente de EE. UU. N.? 6.747.014.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intraparenquimal (en el cerebro), intratecal,
intraventricular o intrahepatica pueden incluir soluciones acuosas estériles, las cuales también pueden contener
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tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales como, sin caracter limitante, potenciadores de la penetracion,
compuestos portadores y otros excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, sin caracter limitante, soluciones, emulsiones
y formulaciones que contienen liposomas. Estas composiciones se pueden generar a partir de varios componentes
que incluyen, sin caracter limitante, liquidos preformados, sélidos autoemulsionantes y semisélidos
autoemulsionantes.

Las formulaciones farmacéuticas que se exponen en la presente, las cuales se pueden presentar convenientemente
en una forma farmacéutica unitaria, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales muy conocidas en
la industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen el paso de asociar los principios activos con el o los portadores o el
o los excipientes farmacéuticos. En general, las formulaciones se preparan asociando de forma uniforme e intima los
principios activos con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos o ambos y a continuacién, cuando
proceda, dando forma al producto.

Las composiciones que se exponen en la presente se pueden formular en cualquiera de las muchas formas
farmacéuticas posibles tales como, sin caracter limitante, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos,
geles blandos, supositorios y enemas. Las composiciones también se pueden formular como suspensiones en
medios acuosos, no acuosos 0 mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener ademdas sustancias que
incrementen la viscosidad de la suspension, que incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o
dextrano. La suspensién también puede contener estabilizantes.

Formulaciones adicionales
Emulsiones

Las composiciones descreitas en la presente se pueden preparar y formular como emulsiones. Las emulsiones son
normalmente sistemas heterogéneos de un liquido dispersado en otro en forma de goticulas con un didametro
normalmente superior a 0.1um (remitase, p. ej., a Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; Idson,
en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
volumen 1, pag. 199; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 245; Block en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 2, pag. 335; Higuchi et al., en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag. 301). Las emulsiones suelen ser sistemas
bifasicos que comprenden dos fases liquidas inmiscibles mezcladas de forma intima y dispersadas una en la otra.
En general, las emulsiones pueden ser de la variedad agua en aceite (a/ac) o aceite en agua (ac/a). Cuando una
fase acuosa se divide finalmente y se dispersa en forma de goticulas minisculas en una masa de fase oleosa, la
composicidn resultante se denomina emulsién de agua en aceite (a/ac). Como alternativa, cuando una fase oleosa
se divide finalmente y se dispersa en forma de goticulas mindsculas en una masa de fase acuosa, la composicion
resultante se denomina emulsién de aceite en agua (ac/a). Las emulsiones pueden contener componentes
adicionales ademas de las fases dispersadas y del farmaco activo, el cual puede estar presente como una solucién
tanto en la fase acuosa, la fase oleosa o por si mismo como una fase separada. Cuando proceda, en las emulsiones
también puede haber excipientes farmacéuticos presentes tales como emulsionantes, estabilizantes, tintes y
antioxidantes. Las emulsiones farmacéuticas también pueden ser emulsiones miultiples que comprendan mas de dos
fases tales como, por ejemplo, en el caso de emulsiones de aceite en agua en aceite (ac/a/ac) y de agua en aceite
en agua (a/ac/a). Tales formulaciones complejas suelen proporcionar ciertas ventajas que las emulsiones binarias
simples no proporcionan. Las emulsiones multiples en las cuales goticulas de aceite individuales de una emulsién de
ac/a encierran pequefas goticulas de agua constituyen una emulsion de a/ac/a. De modo similar, un sistema de
goticulas de aceite encerradas en globulos de agua estabilizados en una fase continua oleosa proporcionan una
emulsion de ac/a/ac.

Las emulsiones se caracterizan por tener una estabilidad dinamica escasa o nula. A menudo, la fase dispersada o
discontinua de la emulsion esta bien dispersada en la fase externa o continua y se mantiene en esta forma a través
de los medios de emulsionantes o la viscosidad de la formulacién. Cualquiera de las fases de la emulsién puede ser
un semisolido o un sélido, como es el caso de las cremas y bases de ungiientos de tipo emulsion. Otros medios para
estabilizar emulsiones implican el uso de emulsionantes que se pueden incorporar en cualquier fase de la emulsién.
Los emulsionantes se pueden clasificar a grandes rasgos en cuatro categorias: surfactantes sintéticos,
emulsionantes de origen natural, bases de absorcion y solidos finamente dispersados (remitase, p. €j., a Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; ldson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199).

Los surfactantes sintéticos, también conocidos como agentes tensioactivos, se aplican de forma generalizada en la
formulacion de emulsiones y han sido objeto de articulos de revision en la bibliografia (remitase, p. ej., a Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
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Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 285; Idson, en Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, volumen 1, pag. 199). Los
surfactantes son normalmente anfifilicos y comprenden una porcion hidréfila y una hidréfoba. La proporcién de la
naturaleza hidréfila frente a la hidréfoba del surfactante se ha denominado equilibrio hidréfilo/lipéfilo (HLB) y es una
herramienta valiosa para clasificar y seleccionar surfactantes en la preparacion de formulaciones. Los surfactantes
se pueden clasificar en diferentes clases en funcion de la naturaleza del grupo hidréfilo: no iénicos, aniénicos,
cationicos y anféteros (remitase, p. €j., a Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen,
LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott Wiliams & Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; Rieger, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
volumen 1, pag. 285).

Los emulsionantes de origen natural utilizados en las formulaciones de emulsiones incluyen lanolina, cera de abejas,
fosfatidos, lecitina y acacia. Las bases de absorcién poseen propiedades hidréfilas, por ejemplo, pueden empaparse
de agua para formar emulsiones de a/ac a la vez que conservan sus consistencias semisélidas, por ejemplo, lanolina
anhidra y vaselina hidrofila. También se han utilizado sélidos finamente divididos como emulsionantes satisfactorios,
especialmente combinados con surfactantes y en preparados viscosos. Estos incluyen sélidos inorganicos polares,
tales como hidroxidos de metales pesados, arcillas que no se expanden tales como bentonita, atapulgita, hectorita,
caolin, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de aluminio y magnesio coloidal, pigmentos y s6lidos no
polares tales como carbdn o triestearato de glicerilo.

En las formulaciones de emulsiones también se incluye una gran variedad de materiales no emulsionantes, los
cuales contribuyen a definir las propiedades de las emulsiones. Estos incluyen grasas, aceites, ceras, acidos grasos,
alcoholes grasos, ésteres grasos, humectantes, coloides hidréfilos, conservantes y antioxidantes (Block, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
volumen 1, pag. 335; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199).

Los coloides o hidrocoloides hidréfilos incluyen gomas de origen natural y polimeros sintéticos tales como
polisacaridos (por ejemplo, acacia, agar, acido alginico, carragenano, goma guar, goma karaya y tragacanto),
derivados de la celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa) y polimeros sintéticos (por
ejemplo, carbomeros, éteres de celulosa y polimeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o expanden en agua para
formar soluciones coloidales que estabilizan las emulsiones formando peliculas interfaciales resistentes alrededor de
las goticulas de la fase dispersadas e incrementando la viscosidad de la fase externa.

Debido a que las emulsiones suelen contener una serie de ingredientes, tales como carbohidratos, proteinas,
esteroles y fosfatidos, que pueden propiciar facilmente el crecimiento de microbios, estas formulaciones suelen
incorporar conservantes. Los conservantes utilizados habitualmente que se incluyen en las formulaciones de
emulsiones incluyen parabeno metilico, parabeno propilico, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio,
ésteres del &cido p-hidroxibenzoico y acido boérico. Habitualmente también se afaden antioxidantes a las
formulaciones de emulsiones para evitar el deterioro de la formulaciéon. Los antioxidantes utilizados pueden ser
atrapadores de radicales libres tales como tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno
butilado o agentes reductores tales como acido ascérbico y metabisulfito de sodio, y singergistas antioxidantes tales
como 4&cido citrico, acido tartarico y lecitina.

La aplicacién de las formulaciones de emulsiones por via dermatoldgica, oral y parenteral y los métodos para su
elaboracién han sido objeto de articulos de revisidén en la bibliografia (remitase, p. ej., a Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott Williams &
Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199). Las formulaciones de emulsiones para un
suministro oral han sido utilizadas de forma generalizada debido a que su formulacién resulta sencilla, asi como
también debido a su eficacia desde el punto de vista de la absorcién y biodisponibilidad (remitase, p. €j., a Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8.a ed.), Nueva York, NY; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199). Los laxantes
con una base de aceite mineral, las vitaminas solubles en aceites y los preparados nutritivos ricos en grasas se
encuentran entre los materiales que se han administrado habitualmente por via oral como emulsiones de ac/a.

Las composiciones de ARNi y los acidos nucleicos se pueden formular como microemulsiones. Una microemulsion
se puede definir como un sistema de agua, aceite y un material anfiflo que es una solucién liquida
termodinamicamente estable y 6pticamente isotropica estable (remitase, p. €j., a Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8.a
ed.), Nueva York, NY; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245). Normalmente, las microemulsiones son sistemas que se
preparan dispersando en primer lugar un aceite en una solucién acuosa de surfactante y a continuacion afadiendo
una cantidad suficiente de un cuarto componente, generalmente un alcohol con una longitud de cadena intermedia
para formar un sistema transparente. Por consiguiente, las microemulsiones también se han descrito como
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dispersiones termodinamicamente estables e isotropicamente transparentes de dos liquidos inmiscibles que se
estabilizan mediante peliculas interfaciales de moléculas tensioactivas (Leung y Shah, en: Controlled Release of
Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, Nueva York, paginas 185-215).
Las microemulsiones se preparan normalmente mediante una combinacién de tres a cinco componentes que
incluyen aceite, agua, surfactante, cosurfactante y electrolito. EI hecho de que la microemulsién sea del tipo agua en
aceite (a/ac) o aceite en agua (ac/a) depende de las propiedades del aceite y el surfactante utilizados y de la
estructura y la geometria del empaquetamiento de las cabezas polares y las colas hidrocarbonadas de las moléculas
de surfactante (Schott, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag.
271).

La estrategia fenomenoldgica que utiliza diagramas de fase se ha estudiado exhaustivamente y ha proporcionado un
conocimiento comprensivo, para el experto en la técnica, sobre como formular las microemulsiones (remitase, p. €j.,
a Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG. y Ansel HC., 2004,
Lippincott Williams & Wilkins (8.2 ed.), Nueva York, NY; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245; Block, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag.
335). En comparacion con las emulsiones convencionales, las microemulsiones ofrecen la ventaja de que solubilizan
farmacos insolubles en agua en una formulacion de particulas termodinamicamente estables que se forman
espontaneamente.

Los surfactantes utilizados en la preparacion de microemulsiones incluyen, sin caracter limitante, surfactantes
i6nicos, surfactantes no i6nicos, Brij 96, éteres oleilicos de polioxietileno, ésteres de poliglicerol y acidos grasos,
monolaurato de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (PO310),
pentaoleato de hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750),
sequioleato de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), solos o combinados con cosurfactantes.
El cosurfactante, normalmente un alcohol de cadena corta tal como etanol, 1-propanol y 1-butanol, sirve para
incrementar la fluidez interfacial penetrando en la pelicula surfactante y consecuentemente creando una pelicula
desordenada debido al espacio hueco generado entre las moléculas de surfactante. A pesar de ello, las
microemulsiones se pueden preparar sin el uso de cosurfactantes y en la técnica se conocen sistemas de
microemulsiones autoemulsionantes exentos de alcoholes. Normalmente, la fase acuosa es, sin caracter limitante,
agua, una solucion acuosa del farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilenglicoles y derivados del
etilenglicol. La fase oleosa puede incluir, sin caracter limitante, materiales tales como Captex 300, Captex 355,
Capmul MCM, ésteres de acidos grasos, mono-, di- y triglicéridos de cadena media (C8-C12), ésteres de acidos
grasos glicerilicos polioxietilados, alcoholes grasos, glicéridos poliglicolixados, glicéridos C8-C10 poliglicolizados
saturados, aceites vegetales y aceite de silicona.

Las microemulsiones tienen un interés particular desde el punto de vista de la solubilizacién de farmacos y la
absorcion mejorada de farmacos. Se ha postulado que las microemulsiones basadas en lipidos (tanto de ac/a como
de a/ac) potencian la biodisponibilidad oral de los farmacos, incluidos los péptidos (remitase, p. €j., a las Patentes de
EE. UU. N.%s 6.191.105, 7.063.860, 7.070.802, 7.157.099; Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11,
1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las microemulsiones ofrecen las ventajas de
una solubilizacién mejorada del farmaco, una proteccién del farmaco frente a la hidrélisis enzimatica, una posible
mejora de la absorcion del farmaco debido a alteraciones inducidas por el surfactante en la fluidez y permeabilidad
de la membrana, la sencillez de su preparacion, la sencillez de su administracion oral en comparacion con las formas
farmacéuticas solidas, una potencia clinica mejorada y una menor toxicidad (remitase, p. €j., a las Patentes de EE.
UU. N.%s 6.191.105, 7.063.860, 7.070.802, 7.157.099, Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11,
1385; Ho et al, J. Pharm. Sci, 1996, 85, 138-143). A menudo las microemulsiones se pueden formar
espontaneamente cuando se combinan sus componentes a temperatura ambiente. Esto puede resultar
particularmente conveniente cuando se formulan farmacos, péptidos o ARNi termolabiles. Las microemulsiones
también han resultado ser eficaces en el suministro transdérmico de componentes activos en aplicaciones tanto
cosméticas como farmacéuticas. Cabe esperar que las formulaciones y composiciones de microemulsiones de la
presente divulgacién propicien un incremento de la absorcion sistémica de los ARNi y los &cidos nucleicos a partir
del aparato gastrointestinal, asi como también que mejoren la captacion celular local de los ARNi y los &cidos
nucleicos.

Las microemulsiones de la presente divulgacion también pueden contener componentes y aditivos adicionales tales
como monoestearato de sorbitan (malla 3), labrasol y potenciadores de la penetraciéon para mejorar las propiedades
de la formulacién y para mejorar la absorcién de los ARNi y los acidos nucleicos de la presente divulgacion. Los
potenciadores de la penetracion utilizados en las microemulsiones de la presente divulgacion se pueden clasificar
como pertenecientes a una de las cinco categorias generales siguientes: surfactantes, acidos grasos, sales biliares,
agentes quelantes y agentes no surfactantes ni quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, pag. 92). Cada una de estas clases ha sido expuesta anteriormente.

Potenciadores de la penetracién

La presente divulgacion puede emplear varios potenciadores de la penetracién para ejercer un suministro eficaz de
los acidos nucleicos, particularmente los ARNi, en la piel de animales. La mayoria de los farmacos estan presentes
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en solucién tanto en forma ionizada como no ionizada. Sin embargo, normalmente solo los farmacos lipdfilos o
solubles en lipidos atraviesan facilmente las membranas celulares. Se ha descubierto que incluso los farmacos no
lipofilos pueden atravesar las membranas celulares si la membrana que se ha de atravesar se trata con un
potenciador de la penetracion. Ademas de propiciar la difusion de los farmacos no lipofilos a través de las
membranas celulares, los potenciadores de la penetracion también potencian la permeabilidad de los farmacos
lipofilos.

Los potenciadores de la penetracion se pueden clasificar como pertenecientes a una de entre cinco categorias
generales, es decir, surfactantes, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y agentes no surfactantes ni
quelantes (remitase, p. ej., a Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, Nueva
York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92). Cada una de las
clases mencionadas anteriormente de potenciadores de la penetracion se describen a continuacién con méas detalle.

Surfactantes: En relacién con la presente divulgacién, los surfactantes (o "agentes tensioactivos"”) son entidades
quimicas que, cuando se disuelven en una solucién acuosa, reducen la tension superficial de la solucién o la tension
interfacial entre la soluciéon acuosa y otro liquido, con el resultado de que se potencia la absorciéon de los ARNi a
través de la mucosa. Ademas de las sales biliares y los acidos grasos, estos potenciadores de la penetracion
incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, éter polioxietilen-9-laurilico y éter polioxietilen-20-cetilico (remitase, p.
€., a Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, Nueva York, NY, 2002; Lee et
al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92) y emulsiones perfluoroquimicas tales como
FC-43. Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

Acidos grasos: Los diferentes acidos grasos y sus derivados que actlian como potenciadores de la penetracion
incluyen, por ejemplo, acido oleico, &cido laurico, acido caprico (acido n-decanoico), acido miristico, acido palmitico,
acido estearico, acido linoleico, &cido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol),
dilaurina, acido caprilico, acido araquidénico, 1-monocaprato de glicerol, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona,
acilcarnitinas, acilcolinas, sus ésteres de alquilo C1-20 (p. ej., metilo, isopropilo y t-butilo), y mono- y diglicéridos de
estos (es decir, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.) (remitase, p. €j., a Touitou, E.
et al. Enhancement in Drug Delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-
33; El Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).

Sales biliares: La funcidn fisiolégica de la bilis incluye facilitar la dispersion y la absorcion de lipidos y de vitaminas
solubles en grasas (remitase, p. ej., a Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care,
Nueva York, NY, 2002; Brunton, Capitulo 38 en: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics,
9.a Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, Nueva York, 1996, pags. 934-935). Varias sales biliares naturales, y sus
derivados sintéticos, actian como potenciadores de la penetracién. Por lo tanto, la expresidn "sales biliares" incluye
cualquiera de los componentes de origen natural de la bilis, asi como también cualquiera de sus derivados
sintéticos. Las sales biliares adecuadas incluyen, por ejemplo, acido célico (o su sal sédica farmacéuticamente
aceptable, el colato de sodio), acido deshidrocélico (deshidrocolato de sodio), acido desoxicélico (desoxicolato de
sodio), acido glucédlico (glucolato de sodio), acido glicdlico (glicolato de sodio), acido glicodesoxicélico
(glicodesoxicolato de sodio), acido taurocélico (taurocolato de sodio), acido taurodesoxicélico (taurodesoxicolato de
sodio), acido quenodesoxicdlico (quenodesoxicolato de sodio), acido ursodesoxicélico (UDCA), tauro-24,25-
dihidrofusidato de sodio (STDHF), glicodihidrofusidato de sodio y éter polioxietilen-9-laurilico (POE) (remitase, p. €j.,
a Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, Nueva York, NY, 2002; Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92; Swinyard, Capitulo 39 en: Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18.a Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, paginas 782-783;
Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp.
Ther., 1992, 263, 25; Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583).

Agentes quelantes: Los agentes quelantes, cuando se utilizan en relacién con la presente divulgacion, se pueden
definir como compuestos que eliminan iones metalicos de la solucién mediante la formacién de complejos con ellos,
con el resultado de que se potencia la absorcion de los ARNi a través de la mucosa. En lo que respecta a su uso
como potenciadores de la penetracion en la presente divulgacion, los agentes quelantes presentan la ventaja
anadida de que también sirven como inhibidores de la DNasa, ya que la mayoria de ADN-nucleasas caracterizadas
requieren un ion metalico bivalente para la catalisis y, por lo tanto, son inhibidas por los agentes quelantes (Jarrett, J.
Chromatogr., 1993, 618, 315-339). Los agentes quelantes adecuados incluyen, sin caracter limitante,
etilendiamintetraacetato de sodio (EDTA), acido citrico, salicilatos (p. ej., salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y
homovanilato), derivados N-acilicos del colageno, derivados de tipo lauret-9 y N-aminoacilo de pB-dicetonas
(enaminas)(remitase, p. €j., a Katdare, A. et al., Excipient development for pharmaceutical, biotechnology, and drug
delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
pagina 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control
Rel., 1990, 14, 43-51).

Agentes no surfactantes ni quelantes: Los compuestos potenciadores de la penetracion no surfactantes ni quelantes,
tal como se utilizan en la presente, se pueden definir como compuestos que presentan una actividad insignificante
como agentes quelantes o como surfactantes pero que, a pesar de ello, potencian la absorcion de los ARNi a través
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de la mucosa alimentaria (remitase, p. €j., a Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990,
7, 1-33). Esta clase de potenciadores de la penetracion incluyen, por ejemplo, ureas ciclicas insaturadas, derivados
de tipo 1-alquil- y 1-alquenilazacicloalcanona (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
page 92) y agentes antiinflamatorios no esteroideos tales como diclofenac sédico, indometacina y fenilbutazona
(Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

También se pueden anadir agentes que potencian la captacion de ARNi a nivel celular a las composiciones
farmacéuticas u otras composiciones de la divulgacion. Por ejemplo, también existe constancia de que lipidos
cationicos, tales como la lipofectina (Junichi et al, Pat. de EE. UU. N.? 5.705.188), derivados catiénicos del glicerol y
moléculas policatiénicas tales como la polilisina (Lollo et al., Solicitud de PCT WO 97/30731) potencian la captacion
celular de ARNbc. Los ejemplos de reactivos de transfeccién que se pueden adquirir de proveedores comerciales
incluyen, por ejemplo, Lipofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine 2000™ (Invitrogen; Carlsbad, CA),
293fectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Cellfectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), DMRIE-C™ (Invitrogen; Carlsbad,
CA), FreeStyle™ MAX (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine™ 2000 CD (Invitrogen; Carlsbad, CA),
Lipofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), RNAIMAX (Invitrogen; Carlsbad, CA), Oligofectamine™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA), Optifect™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), el reactivo de transfeccién X-tremeGENE Q2 (Roche;
Grenzacherstrasse, Suiza), el reactivo de transfeccion liposomal DOTAP (Grenzacherstrasse, Suiza), el reactivo de
transfeccion liposomal DOSPER (Grenzacherstrasse, Suiza) o Fugene (Grenzacherstrasse, Suiza), el reactivo
Transfectam® (Promega; Madison, WI), el reactivo de transfeccion TransFast™ (Promega; Madison, WI), el reactivo
Tfx™-20 (Promega; Madison, WI), el reactivo Tfx™-50 (Promega; Madison, WI), DreamFect™ (OZ Biosciences;
Marsella, Francia), EcoTransfect (OZ Biosciences; Marsella, Francia), el reactivo de transfeccion TransPass? D1
(New England Biolabs; Ipswich, MA, EE. UU.), LyoVec™/LipoGen™ (Invivogen; San Diego, CA, EE. UU.), el reactivo
de transfeccion PerFectin (Genlantis; San Diego, CA, EE. UU.), el reactivo de transfeccion NeuroPORTER
(Genlantis; San Diego, CA, EE. UU.), el reactivo de transfeccién GenePORTER (Genlantis; San Diego, CA, EE.
UU.), el reactivo de transfeccion GenePORTER 2 (Genlantis; San Diego, CA, EE. UU.), el reactivo de transfeccion
Cytofectin (Genlantis; San Diego, CA, EE. UU.), el reactivo de transfeccion BaculoPORTER (Genlantis; San Diego,
CA, EE. UU.), el reactivo de transfeccion TroganPORTER™ (Genlantis; San Diego, CA, EE. UU.), RiboFect (Bioline;
Taunton, MA, EE. UU.), PlasFect (Bioline; Taunton, MA, EE. UU.), UniFECTOR (B-Bridge International; Mountain
View, CA, EE. UU.), SureFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, EE. UU.) o HiFect™ (B-Bridge
International, Mountain View, CA, EE. UU.), entre otros.

Se pueden utilizar otros reactivos para potenciar la penetracion de los acidos nucleicos administrados, que incluyen
glicoles tales como etilenglicol y propilenglicol, pirroles tales como 2-pirrol, azonas y terpenos tales como limoneno y
mentona.

Portadores

Ciertas composiciones de la presente divulgacion también incorporan compuestos portadores en la formulacion. La
expresion "compuesto portador” o "portador”, tal como se utiliza en la presente, se puede referir a un &cido nucleico
o un analogo de este, que es inerte (es decir, no posee actividad biolégica de por si) pero que es reconocido como
un acido nucleico por procesos in vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico con actividad bioldgica,
por ejemplo, degradando el acido nucleico biolégicamente activo o propiciando su eliminacién de la circulacién. La
administracion conjunta de un acido nucleico y un compuesto portador, normalmente con un exceso de la Ultima
sustancia, puede dar como resultado una reduccion sustancial de la cantidad de acido nucleico que se recupera en
el higado, el rindn u otros depdsitos extracirculatorios, probablemente debido a la competicién entre el compuesto
portador y el acido nucleico por un receptor comun. Por ejemplo, la recuperacién de un ARNbc de tipo parcialmente
fosforotioato en tejido hepatico se puede reducir cuando se administra conjuntamente con &cido poliinosinico, sulfato
de dextrano, acido policitidico o acido 4-acetamido-4'isotiocianoestilben-2,2'-disulfénico (Miyao et al., DsRNA Res.
Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

Excipientes

A diferencia de un compuesto portador, un "excipiente" o "portador farmacéutico” es un agente de suspensién o un
disolvente farmacéuticamente aceptable o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para suministrar uno o
mas acidos nucleicos a un animal. El excipiente puede ser liquido o sélido y se selecciona, teniendo en cuenta la via
de administracion planeada, de modo que proporcione la masa, consistencia, etc. deseadas, cuando se combina con
un &cido nucleico y los demas componentes de una composicion farmacéutica determinada. Los portadores
farmacéuticos habituales incluyen, sin caracter limitante, agentes aglutinantes (p. ej., almidon de maiz
pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa, etc.); rellenos (p. ej., lactosa u otros azlcares,
celulosa microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrogenofosfato de calcio,
etc.); lubricantes (p. ej., estearato de magnesio, talco, silice, diéxido de silice coloidal, acido estearico, estearatos
metalicos, aceites vegetales hidrogenados, almidén de maiz, polietilenglicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio,
etc.); desintegrantes (p. €j., almidén, glicolato de almidén sédico, etc.) y agentes humectantes (p. ej., laurilsulfato de
sodio, etc.).

Para formular las composiciones de la presente divulgacién, también se pueden utilizar excipientes organicos o
inorganicos farmacéuticamente aceptables adecuados para la administracion no parenteral que no reaccionen de
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forma perjudicial con los &acidos nucleicos. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, sin
caracter limitante, agua, soluciones salinas, alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de
magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Las formulaciones para la administracién tépica de los acidos nucleicos pueden incluir soluciones acuosas estériles
y no estériles, soluciones no acuosas en disolventes habituales tales como alcoholes, o soluciones de los &acidos
nucleicos en bases oleosas soélidas o liquidas. Las soluciones también pueden contener tampones, diluyentes u
otros aditivos adecuados. Se pueden utilizar excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables
adecuados para la administracion no parenteral que no reaccionen de forma perjudicial con los &cidos nucleicos.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, sin caracter limitante, agua, soluciones salinas,
alcohol, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, &cido silicico, parafina viscosa,
hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Otros componentes

Las composiciones de la presente divulgacién pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos que se
encuentran convencionalmente en las composiciones farmacéuticas, con sus niveles de uso establecidos en la
técnica. De este modo, las composiciones pueden contener, por ejemplo, materiales farmacéuticamente activos
compatibles adicionales tales como, por ejemplo, agentes antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o
antiinflamatorios, o pueden contener materiales adicionales utiles a la hora de formular fisicamente varias formas
farmacéuticas de las composiciones de la presente divulgaciéon, tales como tintes, agentes saborizantes,
conservantes, antioxidantes, opacificantes, agentes espesantes y estabilizantes. Sin embargo, tales materiales,
cuando se afiaden, no deberian de interferir indebidamente con las actividades biol6gicas de los componentes de las
composiciones de la presente divulgacion. Las formulaciones se pueden esterilizar y, cuando proceda, mezclar con
agentes auxiliares, p. €j., lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales para
ejercer un efecto sobre la presion osmotica, tampones, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas y
similares, los cuales no interaccionan de forma perjudicial con el o los acidos nucleicos de la formulacién.

Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que incrementen la viscosidad de la suspension, que
incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizantes.

Las composiciones farmacéuticas que se exponen en la presente pueden incluir (a) uno o mas compuestos de ARNi
y (b) uno o mas agentes bioldgicos que actian mediante un mecanismo que no es de iARN. Los ejemplos de tales
agentes biolégicos incluyen agentes que interfieren con una interaccion de ALAS1 y al menos una pareja de unién a
ALAST.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales de experimentacion, p. ej., para determinar la DL50 (la dosis
letal para un 50% de la poblacion) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en un 50% de la poblacion). La
proporcion de dosis entre los efectos tdxico y terapéutico es el indice terapéutico y se puede expresar como la
proporcion de DL50/DESQ. Es habitual encontrar compuestos que exhiben indices terapéuticos elevados.

Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivos celulares y estudios con animales se pueden utilizar para
formular una serie de dosis para uso en humanos. La dosis de las composiciones que se exponen en la presente se
encuentra generalmente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacion que incluye la DE50 con una
toxicidad baja o nula. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica
empleada y la via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto utilizado en los métodos que se exponen en
la presente, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se
puede formular una dosis en modelos con animales para conseguir un intervalo de concentraciones en circulacion
en plasma del compuesto o, cuando proceda, del producto polipeptidico de una secuencia diana (p. ej., para
conseguir una reduccién de la concentracién del polipéptido) que incluya la CI50 (es decir, la concentracion del
compuesto de prueba que proporciona una inhibicion de los sintomas que es la mitad de la maxima) segin se
determina en un cultivo celular. Tal informacién se puede utilizar para determinar con mas exactitud las dosis Utiles
en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion.

Ademas de su administracién, segun se ha discutido anteriormente, los ARNi que se exponen en la presente se
pueden administrar combinados con otros agentes conocidos eficaces en el tratamiento de enfermedades o
trastornos relacionados con la expresion de ALAS1. En cualquier caso, el médico que lo administre puede ajustar la
cantidad y los intervalos de tiempo para la administracion del ARNi en funcién de los resultados observados
utilizando medidas estandar de la eficacia que se conocen en la técnica o se describen en la presente.

Métodos para tratar enfermedades relacionadas con la expresion de un gen ALAS1

En la presente se describe ademas el uso de un ARNi que tiene ALAS1 como diana para inhibir la expresién de
ALAS1 y/o tratar una enfermedad, trastorno o proceso patolégico que se relacione con la expresion de ALAST.
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La expresion "un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1", un "trastorno relacionado con la expresion de
ALAS1", un "proceso patolégico relacionado con la expresion de ALAS1" o similares, tal como se utilizan en la
presente, incluyen cualquier afeccion, trastorno o enfermedad en la cual se altera (p. €j., se incrementa) la expresion
de ALAS1, se altera (p. €j., se incrementa) el nivel de una o mas porfirinas, se altera el nivel o la actividad de una o
mas enzimas de la via biosintética del grupo hemo (via de las porfirinas) u otros mecanismos que produzcan
cambios patolégicos en la via biosintética del grupo hemo. Por ejemplo, un ARNi que tenga un gen ALAS1 como
diana, o una combinacién de estos, se puede utilizar para el tratamiento de afecciones en las cuales los niveles de
una porfirina o un precursor de una porfirina (p. €j., ALA o PBG) sean elevados (p. €j. ciertas porfirias) o afecciones
en las que existan defectos en las enzimas de la via biosintética del grupo hemo (p. €j., ciertas porfirias). Los
trastornos relacionados con la expresién de ALAS1 incluyen, por ejemplo, anemia sideroblastica relacionada con X
(XLSA), porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (porfiria de Doss), porfiria intermitente aguda (AlP),
porfiria eritropoyética congénita, porfiria cutanea tardia, coproporfiria hereditaria (coproporfiria), porfiria variegata,
protoporfiria eritropoyética (EPP) y eritroporfiria transitoria de la infancia.

Un "sujeto”, tal como se utiliza en la presente, que se ha de tratar de acuerdo con los métodos descritos en la
presente incluye un ser humano o un animal no humano, p. ej., un mamifero. El mamifero puede ser, por ejemplo,
un roedor (p. €j., una rata o un ratén) o un primate (p. ej., un mono). El sujeto puede ser un ser humano.

El sujeto puede padecer un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1 (p. €j., se le ha diagnosticado una
porfiria 0 ha sufrido uno 0 mas sintomas de porfiria y es portador de una mutacion asociada con la porfiria) o corre el
riesgo de desarrollar un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1 (p. €j., un sujeto con un historial familiar de
porfiria 0 un sujeto que es portador de una mutacién genética asociada con la porfiria).

Las clasificaciones de las porfirias, incluidas las porfirias hepaticas agudas, se describen, p. €j., en Balwani, M. y
Desnick, R.J., Blood, 120(23), publicado en linea como un articulo de la primera edicion de Blood, 12 de julio, 102;
DOI 10.1182/blood-2012-05-423186. Segun describen Balwain y Desnick, la porfiria intermitente aguda, (AIP) la
coproporfiria hereditaria (HCP) y la porfiria variegata (VP) son porfirias dominantes autosémicas y la porfiria debida a
la deficiencia de ALA- deshidratasa (ADP) es recesiva autosémica. En raras ocasiones, AIP, HCP y VP aparecen
como formas dominantes homozigéticas. Ademas, existe una forma recesiva homozigética rara de la porfiria cutanea
tardia (PCT), que es la Unica porfiria cutanea hepatica, y también se conoce como porfiria hepatoeritropoyética. Las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de estas porfirias se describen en la Tabla 11 a continuacion.
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El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. €j., una porfiria hepatica, p. ej., AIP, HCP,
VP, ADP o una porfiria hepatoeritropoyética.

La porfiria puede ser una porfiria hepatica aguda, p. ej., una porfiria hepatica aguda seleccionada entre porfiria
intermitente aguda (AIP), coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata (VP) y porfiria debida a la deficiencia de
ALA-deshidratasa (ADP).

La porfiria puede ser una porfiria dual, p. €j., al menos dos porfirias. La porfiria dual puede comprender dos o mas
porfirias seleccionadas entre una porfiria intermitente aguda (AIP), coproporfiria hereditaria (HCP), porfiria variegata
(VP) y porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa (ADP).

La porfiria puede ser una porfiria hepatica dominante homozigética (p. ej., AIP, HCP o VP dominante homozigética)
o una porfiria hepatoeritropoyética. La porfiria puede ser AIP, HCP, VP o una porfiria hepatoeritropoyética, o una
combinacion de estas (p. €j., una porfiria dual). La AlIP, HCP o VP es o bien dominante heterozigética o dominante
homozigética.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., ADP y puede presentar un nivel elevado
(p- €j., un nivel elevado en orina) de ALA y/o copropotfirina Ill. El sujeto puede padecer o correr el riesgo de
desarrollar una porfiria, p. ej., ADP y puede presentar un nivel elevado del eritrocito Zn-protoporfirina.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., AIP y puede presentar un nivel elevado
(p. €j., un nivel elevado en orina) de ALA, PBG y/o uroporfirina.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. €j., HCP y presenta un nivel elevado (p. €j.,
un nivel elevado en orina) de ALA, PBG, y/o coproporfirina Ill. El sujeto puede padecer o correr el riesgo de
desarrollar una porfiria, p. €j., HCP y puede presentar un nivel elevado (p. €j., un nivel elevado en las heces) de
coproporfirina lll.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. €j., VP y puede presentar un nivel elevado
(p. €j., un nivel elevado en orina) de ALA, PBG, y/o coproporfirina lI.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., HCP y puede presentar un nivel elevado
(p. €j., un nivel elevado en las heces) de coproporfirina lll y/o protoporfirina.

El sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., PCT (p. €j., porfiria hepatoeritropoyética)
y puede presentar un nivel elevado (p. €j., un nivel elevado en orina) de uroporfirina y/o 7-carboxilatoporfirina. El
sujeto puede padecer o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. ej., PCT (p. €j., porfiria hepatoeritropoyética) y
puede presentar un nivel elevado (p. ej., un nivel elevado en las heces) de uroporfirina y/o 7-carboxilatoporfirina.

Una mutacién asociada con la porfiria incluye cualquier mutacién en un gen que codifique una enzima de la via
biosintética del grupo hemo (via de las porfirinas) o un gen que altere la expresién de un gen de la via biosintética
del grupo hemo. El sujeto puede ser portador de una 0 mas mutaciones en una enzima de la via de las porfirinas (p.
€j., una mutacién en ALA-deshidratasa o PBG-desaminasa). El sujeto puede padecer una porfiria aguda (p. €j., AlP,
porfiria debida a la deficiencia de ALA-deshidratasa).

En algunos casos, los pacientes con una porfiria hepatica aguda (p. ej., AIP) o pacientes que son portadores de
mutaciones asociadas con una porfiria hepatica aguda (p. ej., AIP) pero los cuales no presentan sintomas, tienen
unos niveles elevados de ALA y/o PBG en comparacion con individuos sanos. Remitase, p. ej., a Floderus, Y. et al.,
Clinical Chemistry, 52(4): 701-707, 2006; Sardh et al., Clinical Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007. En tales
casos, el nivel de ALA y/o PBG se puede incrementar incluso cuando el paciente no padece o nunca ha padecido un
ataque. En algunos casos de este tipo, el paciente es por lo demas completamente asintomatico. En algunos casos
de este tipo, el paciente sufre dolor, p. ej., dolor neuropatico, el cual puede ser un dolor crénico (p. ej., dolor
neuropético crénico). En algunos casos, el paciente padece una neuropatia. En algunos casos, el paciente padece
una neuropatia progresiva.

El sujeto que se ha de tratar de acuerdo con los métodos descritos en la presente puede tener un nivel elevado de
una porfirina o un precursor de una porfirina, p. ej., ALA y/o PBG. Los niveles de una porfirina o un precursor de una
porfirina se pueden evaluar utilizando métodos conocidos en la técnica o métodos que se describen en la presente.
Por ejemplo, los métodos para evaluar los niveles de ALA y PBG en orina y en plasma, asi como también los niveles
de porfirinas en orina y en plasma, se describen en Floderus, Y. et al., Clinical Chemistry, 52(4): 701-707, 2006; y
Sardh et al., Clinical Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007.

El sujeto puede ser un modelo animal de una porfiria, p. €j., un modelo de ratéon de una porfiria (p. €j., un raton
mutado segun se describe en Lindberg et al. Nature Genetics, 12: 195-199, 1996). El sujeto puede ser un ser
humano, p. ej., un ser humano que padece o corre el riesgo de desarrollar una porfiria, segun se describe en la
presente. El sujeto puede no estar sufriendo un ataque agudo de porfiria. El sujeto puede que nunca haya sufrido un
ataque. El paciente puede sufrir dolor cronico. El paciente puede presentar dafios nerviosos. El sujeto puede
presentar cambios en el EMG y/o cambios en la velocidad de conduccién nerviosa. El sujeto puede no presentar
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sintomas. El sujeto puede correr el riesgo de desarrollar una porfiria (p. ej., es portador de una mutaciéon génica
asociada con una porfiria) y no presenta sintomas. El sujeto puede haber sufrido previamente un ataque agudo pero
no presentar sintomas en el momento del tratamiento.

El sujeto puede correr el riesgo de desarrollar una porfiria y se trata profilacticamente para prevenir el desarrollo de
la porfiria. El sujeto puede presentar un nivel elevado de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. ej., ALA y/o
PBG. El tratamiento profilactico puede empezar en la pubertad. El tratamiento puede reduce el nivel (p. €j., el nivel
en plasma o el nivel en orina) de una porfirina 0 un precursor de una porfirina, p. €j., ALA y/o PBG. El tratamiento
puede prevenir el desarrollo de un nivel elevado de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA y/o PBG.
El tratamiento puede prevenir el desarrollo, o reduce la frecuencia o la gravedad, de un sintoma asociado con una
porfiria, p. €j., dolor o dafios nerviosos.

El nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA o PBG, puede ser elevado, p. €j., en una muestra
de plasma u orina del sujeto. El nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA o PBG, en el sujeto
se puede evaluar en funcién del nivel absoluto de la porfirina o el precursor de la porfirina, p. €j., ALA o PBG en una
muestra del sujeto. El nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA o PBG, en el sujeto se puede
evaluar en funcion del nivel relativo de la porfirina o el precursor de la porfirina, p. €j., ALA o PBG, en una muestra
del sujeto. El nivel relativo puede ser relativo respecto al nivel de otra proteina o compuesto, p. €j., el nivel de
creatinina, en una muestra del sujeto. La muestra puede ser una muestra de orina. La muestra puede ser una
muestra de plasma. La muestra puede ser una muestra de las heces.

Un nivel elevado de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. ej., ALA y/o PBG, se puede establecer, p. €j.,
mostrando que el sujeto presenta un nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. ej., ALA y/o PBG (p.
€j., un nivel en plasma u orina de ALA y/o PBG) que sea superior, o0 superior o igual, a un valor de referencia. Un
médico con experiencia en el tratamiento de porfirias seria capaz de determinar si el nivel de una porfirina o un
precursor de una porfirina (p. ej., ALA y/o PBG) es elevado, p. €j., con el fin de diagnosticar una porfiria o para
determinar si un sujeto corre el riesgo de desarrollar una porfiria, p. €j., un sujeto puede estar predispuesto a sufrir
un ataque agudo o una patologia asociada con una porfiria tal como, p. ej., dolor crénico (p. €j., dolor neuropatico) y
una neuropatia (p. €j., una neuropatia progresiva).

La expresion "valor de referencia”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un valor del sujeto cuando el sujeto
no padece un estado patolégico, o un valor de un sujeto normal o sano, o un valor de una muestra o poblacion de
referencia, p. ej., un grupo de sujetos normales o sanos (p. €j., un grupo de sujetos que no son portadores de
ninguna mutacién asociada con una porfiria y/o un grupo de sujetos que no padecen los sintomas asociados con
una porfiria).

El valor de referencia puede ser un nivel previo a la enfermedad en el mismo individuo. El valor de referencia puede
ser un nivel en una muestra o poblacion de referencia. El valor de referencia puede ser el valor medio 0 mediano en
una muestra o poblacion de referencia. El valor de referencia puede ser el valor que corresponde a dos desviaciones
estandar por encima de la media en una muestra o poblacion de referencia. El valor de referencia puede ser el valor
que corresponde a 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 o 5 desviaciones estandar por encima de la media en una muestra o poblacion
de referencia.

En algunos aspectos, donde el sujeto presenta un nivel elevado de una porfirina 0 un precursor de una porfirina, p.
ej., ALA y/o PBG, el sujeto presenta un nivel de ALA y/o PBG que es al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80% o 90% superior respecto a un valor de referencia. El sujeto puede presenta un nivel de una porfirina o un
precursor de una porfirina, p. €j., ALA y/o PBG, que es al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 veces superior respecto a
un valor de referencia.

El valor de referencia puede ser un limite de referencia superior. La expresion "limite de referencia superior”, tal
como se utiliza en la presente, se refiere a un nivel que representa el limite superior del intervalo de confianza del
95% para una muestra o poblacion de referencia, p. €j., un grupo de individuos sanos o normales (p. €j., de origen
natural), p. €j., individuos que no son portadores de ninguna mutacién genética asociada con una porfiria y/o
individuos que no padecen ninguna porfiria. Por consiguiente, un limite de referencia inferior se refiere a un nivel que
representa el limite inferior del mismo intervalo de confianza del 95%.

En algunos aspectos, cuando el sujeto presenta un nivel elevado, p. ej., un nivel en plasma o un nivel en orina, de
una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA o PBG, el nivel es superior o igual a 2 veces, 3 veces, 4
veces 0 5 veces el de un valor de referencia, p. €j., un valor de referencia superior. El sujeto puede presentar un
nivel en orina de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA o PBG que es superior a 4 veces el de un
limite de referencia superior.

El valor de referencia puede ser un valor proporcionado en Floderus, Y. et al., Clinical Chemistry, 52(4): 701-707,
2006 o Sardh et al., Clinical Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007. El valor de referencia puede ser un valor
proporcionado en la Tabla 1 de Sardh et al.

85



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2804510 T3

El sujeto puede ser un ser humano y presenta un nivel de PBG en orina superior o igual a 4.8 mmol/mol de
creatinina. El sujeto puede ser un ser humano y presenta un nivel de PBG en orina superior a, o superior o igual a,
aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 u 8 mmol/mol de creatinina.

El valor de referencia para PBG en plasma puede ser de 0.12 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y presenta
un nivel de PBG en plasma superior a, o superior o igual a, 0.10 umol/L, 0.12 umol/L, 0.24 umol/L, 0.36 umol/L, 0.48
pumol/L o 0.60 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y presenta un nivel de PBG en plasma superior a, o
superior o igual a, 0.48 pmol/L.

El valor de referencia para PBG en orina puede ser de 1.2 mmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser
humano y puede presentar un nivel de PBG en orina superior a, o superior o igual a, 1.0 mmol/mol de creatinina, 1.2
mmol/mol de creatinina, 2.4 mmol/mol de creatinina, 3.6 mmol/mol de creatinina, 4.8 mmol/mol de creatinina o 6.0
mmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de PBG en orina superior a,
0 superior o igual a, 4.8 mmol/mol de creatinina.

El valor de referencia para ALA en plasma puede ser de 0.12 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede
presentar un nivel de ALA en plasma superior a, o superior o igual a, 0.10 pmol/L, 0.12 umol/L, 0.24 umol/L, 0.36
pmol/L, 0.48 umol/L o 0.60 umol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de ALA en plasma
superior a, o superior o igual a, 0.48 umol/L.

El valor de referencia para ALA en orina puede ser de 3.1 mmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser
humano y puede presentar un nivel de ALA en orina superior a, o superior o igual a, 2.5 mmol/mol de creatinina, 3.1
mmol/mol de creatinina, 6.2 mmol/mol de creatinina, 9.3 mmol/mol de creatinina, 12.4 mmol/mol de creatinina o 15.5
mmol/mol de creatinina.

El valor de referencia para la porfirina en plasma puede ser de 10 nmol/L. El sujeto puede ser un ser humano y
puede presentar un nivel de porfirina en plasma superior a, o superior o igual a, 10 nmol/L. El sujeto puede ser un
ser humano y puede presentar un nivel de porfirina en plasma superior a, o superior o igual a 8, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45 o 50 nmol/L. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de porfirina en plasma
superior a, o superior o igual a, 40 nmol/L. El valor de referencia para la porfirina en orina puede ser de 25 pmol/mol
de creatinina. EIEI sujeto es un ser humano y presenta un nivel de porfirina en orina superior a, o superior o igual a,
25 pmol/mol de creatinina. El sujeto puede ser un ser humano y puede presentar un nivel de porfirina en orina
superior a, o superior o igual a, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 u 80 pumol/mol de creatinina.

El sujeto puede presentar un nivel, p. ej., un nivel en plasma o un nivel en orina, de una porfirina o un precursor de
una porfirina, p. €j., ALA o PBG, que es superior al de un 99% de los individuos en una muestra de individuos sanos.

El sujeto puede presentar un nivel, p. ej., un nivel en plasma o un nivel en orina, de ALA o PBG que es superior a
dos desviaciones estandar por encima del nivel medio en una muestra de individuos sanos.

El sujeto puede presentar un nivel de ALA en orina que es 1.6 0 mas veces el nivel medio en un sujeto normal (p. €j.,
un sujeto que no es portador de ninguna mutacién asociada con una porfiria). El sujeto puede presentar un nivel de
ALA en plasma que es 2 o 3 veces el nivel medio en un sujeto normal. El sujeto puede presentar un nivel de PBG en
orina que es cuatro o mas veces el nivel medio en un sujeto normal. El sujeto puede presentar un nivel de PBG en
plasma que es cuatro o mas veces el nivel medio en un sujeto normal.

El método puede ser eficaz para reducir el nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina, p. €j., ALA y/o PBG.
El método puede ser eficaz para producir una reducciéon predeterminada en el nivel elevado de la porfirina o el
precursor de la porfirina, p. €., ALA o PBG. La reduccién predeterminada puede ser una reduccién de al menos un
10%, 20%, 30%, 40% o0 50%. La reduccion predeterminada puede ser una reduccion que es eficaz para prevenir o
mejorar los sintomas, p. €j., el dolor o ataques recurrentes.

La reduccién predeterminada puede ser una reduccién que corresponde a 1, 2, 3 0 mas desviaciones estandar,
donde la desviaciéon estédndar se determina en funcién de los valores de una muestra de referencia, p. €j., una
muestra de referencia segln se describe en la presente.

La reduccion predeterminada puede ser una reduccion que modifica el nivel de la porfirina o el precursor de la
porfirina hasta un nivel que es inferior a, 0 hasta un nivel que es inferior o igual a, un valor de referencia (p. €j., un
valor de referencia segun se describe en la presente).

El sujeto que se ha de tratar de acuerdo con los métodos descritos puede sufrir dolor, p. €j., dolor crénico. El sujeto
puede padece o correr el riesgo de desarrollar una porfiria, p. €j., una porfiria hepéatica aguda, p. ej., AIP. El método
puede ser eficaz para tratar el dolor, p. ej., mediante la reduccién de la intensidad del dolor o curando el dolor. El
método puede ser eficaz para reducir o prevenir dafios nerviosos.

El sujeto que se ha de tratar de acuerdo con los métodos descritos en la presente (a) puede presentar un nivel
elevado de ALA y/o PBG y (b) puede sufrir dolor, p. €j., dolor crénico. El método puede ser eficaz para reducir un
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nivel elevado de ALA y/o PBG y/o para tratar el dolor, p. ej., mediante la reduccion de la intensidad del dolor o
curando el dolor.

El sujeto puede ser un mamifero que sirve como modelo para un trastorno relacionado con la expresién de ALAS1.

El sujeto puede ser un animal que sirve como modelo para una porfiria (p. ej., un animal modificado genéticamente
con una o mas mutaciones). La porfiria es AIP y el sujeto puede ser un modelo animal de AIP. El sujeto puede ser
un ratén modificado genéticamente que es deficiente en porfobilinégeno-desaminasa tal como, por ejemplo, el ratén
descrito en Lindberg et al., Nature Genetics, 12:195-199, 1996, o el ratén R167Q homozigético descrito en Yasuda,
M., Yu, C. Zhang, J., Clavero, S., Edelmann, W., Gan, L., Phillips, J.D. y Desnick, R.J. Acute intermittent porphyria: A
severely affected knock-in mouse that mimics the human homozygous dominant phenotype (resumen de la
presentacion del 14 de octubre de 2011 en el Congreso American Society of Human Genetics; Programa N.? 1308F;
al cual se accedi6 en linea el 4 de abril de 2012 en ichg2011.org/cgi-bin/showdetail.pl?absno=21167). Se han
generado varios modelos de activacion para mutaciones que provocan AIP dominante homozigética en seres
humanos. Las mutaciones empleadas incluyen, p. ej., R167Q, R173Q y R173W en la PBG-desaminasa. Los casos
homozigéticos viables incluyeron R167Q/R176Q y R167Q/R173Q, los cuales presentan niveles de ALA y PBG
constitutivamente elevados analogos a los del genotipo en AIP dominante homozigética en seres humanos; p. €j., un
modelo de ratén de AIP homozigoética variable de este tipo puede ser el sujeto.

Un sujeto que se ha de tratar de acuerdo con los métodos descritos en la presente (p. €j., un paciente o sujeto
humano) puede correr el riesgo de desarrollar, o puede que se le haya diagnosticado, un trastorno relacionado con
la expresion de ALAS1, p. €j., una porfiria. El sujeto puede ser un sujeto que ha padecido uno o mas ataques agudos
de uno o mas sintomas porfiricos. El sujeto puede ser un sujeto que ha padecido cronicamente uno o mas sintomas
de porfiria (p. €j., dolor, p. €j., dolor neuropatico y/o una neuropatia, p. €j., una neuropatia progresiva). El sujeto
puede ser portador de una alteracién genética (p. ej., una mutacion) segln se describe en la presente, pero por lo
demas no presenta sintomas. El sujeto puede haber sido tratado previamente con un producto de tipo hemo (p. €j.,
hemina, arginato de hemo o albamina que contiene hemo), segin se describe en la presente.

Un sujeto (p. ej., un sujeto con una porfiria tal como, p. €j., AIP) que se ha de tratar de acuerdo con los métodos
descritos en la presente puede haber experimentado recientemente o estar experimentando actualmente un
prédromo. En algunos aspectos, se puede administrar al sujeto un tratamiento combinado, p. €j., un ARNi segun se
describe en la presente y uno o méas tratamientos adicionales que se sabe que son eficaces contra la porfiria (p. ej.,
glucosa y/o un producto de tipo hemo tal como la hemina, segin se describe en la presente) o sus sintomas
asociados.

Un ARNi segln se describe en la presente se puede administrar combinado con glucosa o dextrosa. Por ejemplo, se
puede proporcionar dextrosa al 10-20% en solucién salina normal por via intravenosa. Normalmente, cuando se
administra glucosa, se administran al menos 300 g de glucosa al 10% por via intravenosa diariamente. EI ARNi (p.
€j., un ARNi en una formulacion LNP) también se puede administrar por via intravenosa como parte de la misma
infusion que se utiliza para administrar la glucosa o dextrosa, o como una infusion separada que se administra antes,
después o de forma simultanea a la administracion de la glucosa o dextrosa. El ARNi se puede administrar mediante
una via de administracion diferente (p. ej., subcutaneamente). En aln otra realizacién, el ARNi se administra
combinado con nutricion parenteral total. EI ARNi se puede administrar antes, después o de forma simultanea con la
administracion de nutricién parenteral total.

El ARNi se puede administrar combinado con un producto de tipo hemo (p. €j., hemina, arginato de hemo o albumina
que contiene hemo). Asimismo, el ARNi se puede administrar combinado con un producto de tipo hemo y glucosa,
un producto de tipo hemo y dextrosa o un producto de tipo hemo y nutricién parenteral total.

Un "prédromo", tal como se utiliza en la presente, incluye cualquier sintoma que el sujeto individual haya
experimentado previamente justo antes de desarrollar un ataque agudo. Los sintomas tipicos de un prédromo
incluyen, p. ej., dolor abdominal, ndusea, cefaleas, sintomas psicolégicos (p. €j., ansiedad), inquietud y/o insomnio.
El sujeto experimenta dolor (p. ej., dolor abdominal y/o una cefalea) durante el prodromo. El sujeto puede
experimentar nausea durante el prédromo. El sujeto experimenta sintomas psicolégicos (p. €j., ansiedad) durante el
prodromo. El sujeto se puede volver inquieto y/o padecer insomnio durante el prédromo.

Un "ataque" agudo de porfiria implica el inicio de uno 0 mas sintomas de porfiria, normalmente en un paciente que
es portador de una mutacién asociada con la porfiria (p. €j., una mutaciéon en un gen que codifica una enzima de la
via de las porfirinas).

La administraciéon de un ARNi de ALAS1 puede provocar una reducciéon del nivel de una o mas porfirinas o
precursores de porfirinas, segin se describe la presente (p. ej., ALA y/o PBG). La reduccion se puede medir con
relacién a cualquier valor de referencia o control adecuado. Por ejemplo, la reduccion del nivel de una o mas
porfirinas o precursores de porfirinas se puede establecer en un sujeto individual, p. ej., como una reduccién de al
menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% o mas en comparacién con el nivel previo al
tratamiento (p. €j., inmediatamente antes del tratamiento). La reduccion del nivel de un precursor de una porfirina,
una porfirina o un metabolito de una porfirina se puede medir utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por
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ejemplo, el nivel de PBG y/o ALA en orina o plasma se puede evaluar utilizando la prueba de Watson-Schwartz,
cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria de masas. Remitase,
p. €j., a Thunell (1993).

La administracién de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para reducir el nivel de ALA y/o PBG en el sujeto. El nivel
de ALA o PBG en el sujeto se puede evaluar, p. €j., basandose en el nivel absoluto de ALA o PBG, o basandose en
el nivel relativo de ALA o PBG (p. €j., relativo respecto al nivel de otra proteina o compuesto, p. €j., el nivel de
creatinina) en una muestra del sujeto. La muestra puede ser una muestra de orina. La muestra puede ser una
muestra de plasma.

Un ARNi que tiene ALAS1 como diana se puede administrar combinado con uno o més tratamientos adicionales, p.
ej., otro tratamiento que se sabe que es eficaz para tratar la porfiria 0 sintomas de la porfirina. Por ejemplo, el otro
tratamiento puede ser glucosa (p. €j., glucosa IV) o un producto de tipo hemo (p. €j., hemina, arginato de hemo o
albumina que contiene hemo). El o los tratamientos adicionales se pueden administrar antes, después o de forma
simultéanea con la administracion del ARNi.

El ARNi y un agente terapéutico adicional se pueden administrar combinados en la misma composicion, p. €j., por
via intravenosa, o el agente terapéutico adicional se puede administrar como parte de una composicién separada o
mediante otro método descrito en la presente.

La administracién de ARNi o la administracion de ARNi combinado con uno o mas tratamientos adicionales (p. €j.,
glucosa, dextrosa o similares) puede reducir la frecuencia de ataques agudos (p. ej., mediante la prevencion de los
ataques agudos de modo que ya no se produzcan, o puede reducir el nimero de ataques que se producen en un
cierto periodo de tiempo, p. €j., se producen menos ataques por ano). El ARNi se puede administrar de acuerdo con
una pauta posoldgica regular, p. ej., diariamente, semanalmente, cada dos semanas o mensualmente.

El ARNi se administra después de un ataque agudo de porfiria. En algunas realizaciones de este tipo, el ARNi se
encuentra en una composicién, p. ej., una composicién que comprende una formulacién lipidica, p. €j., una
formulacion LNP.

El ARNi se puede administrar durante un ataque agudo de porfiria. EIl ARNi se puede encontrar en una composicion,
p. €j., una composicion que comprende una formulacién lipidica (p. €j., una formulaciéon LNP) o una composicién que
comprende un conjugado de tipo GalNAc.

La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para reducir la gravedad del ataque (p. €j., mejora uno o
mas signos o sintomas asociados con el ataque). La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para
reducir la duraciéon de un ataque. La administracion de un ARNip de ALAS1 es eficaz para detener un ataque. El
ARNi se puede administrar profilacticamente para prevenir un ataque agudo de porfiria. EIl ARNi se puede encontrar
en la forma de un conjugado de tipo GalNAc, p. €j., en una composicion que comprende un conjugado de tipo
GalNAc. La administracion profilactica se puede llevar a cabo antes, durante o después de la exposicion a un factor
precipitante o la aparicién de este. El sujeto puede correr el riesgo de desarrollar una porfiria.

El ARNip se puede administrar durante un prédromo. El prédromo se puede caracterizar por dolor (p. €j., cefalea y/o
dolor abdominal), nausea, sintomas psicologicos (p. €j., ansiedad), inquietud y/o insomnio.

El ARNi se puede administrar durante una fase particular del ciclo menstrual, p. €j., durante la fase luteinica.

La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para prevenir ataques (p. ej., ataques recurrentes que se
asocian con un prédromo y/o con un factor precipitante, p. €j., con una fase particular del ciclo menstrual, p. €j., la
fase luteinica). La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para reducir la frecuencia de los ataques.
La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para reducir la gravedad del ataque (p. €j., mejora uno o
mas signos o sintomas asociados con el ataque). La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para
reducir la duracion de un ataque. La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para detener un
ataque.

La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para prevenir o reducir la frecuencia o la intensidad del
dolor, p. €j., el dolor neuropatico.

La administracion de un ARNip de ALAS1 puede ser eficaz para prevenir o reducir la frecuencia o la intensidad de
una neuropatia.

Los efectos de la administracién de un ARNip de ALAS1 se pueden establecer, por ejemplo, por comparacién con un
control adecuado. Por ejemplo, se puede establecer una reduccién de la frecuencia de los ataques agudos, asi
como también una reduccion del nivel de una o mas porfirinas o precursores de porfirinas, por ejemplo, en un grupo
de pacientes con AIP, como una reduccion de la frecuencia en comparacion con un grupo de control adecuado. Un
grupo de control (p. ej., un grupo de individuos similares o el mismo grupo de individuos en un disefio cruzado)
puede incluir, por ejemplo, una poblacién no tratada, una poblacion que ha sido tratada con un tratamiento
convencional para la porfiria (p. €j., un tratamiento convencional para AIP puede incluir glucosa, hemina o ambas);
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una poblaciéon que ha sido tratada con placebo o un ARNi sin diana, opcionalmente combinado con uno o mas
tratamientos convencionales para la porfiria (p. €j., glucosa, p. €j., glucosa IV) y similares.

Un sujeto "que corre el riesgo" de desarrollar una porfiria, tal como se utiliza en la presente, incluye un sujeto con un
historial familiar de porfiria y/o un historial de uno o mas sintomas porfiricos recurrentes o cronicos, y/o un sujeto que
es portador de una alteracion genética (p. ej., una mutacién) en un gen que codifica una enzima de la via biosintética
del grupo hemo, y un sujeto que es portador de una alteracién genética, p. ej., una mutacion que se sabe que esta
asociada con la porfiria.

La alteracion, p. ej., la mutacion puede hacer que el individuo sea susceptible de padecer un ataque agudo (p. €j.,
tras la exposicion a un factor precipitante, p. €j., un farmaco, el seguimiento de un régimen u otro factor precipitante,
p. €j., un factor precipitante como los que se describen en la presente). La alteracion, p. ej., la mutacion, se puede
asociar con unos niveles elevados de una porfirina o un precursor de una porfirina (p. €j., ALA y/o PBG). La
alteracion, p. ej., la mutacién, se puede asociar con dolor crénico (p. ej., dolor neuropatico cronico) y/o una
neuropatia (p. ej., una neuropatia progresiva). La alteracion, p. €j., la mutacién, se puede asociar con cambios en el
EMG y/o en las velocidades de conduccion nerviosa.

La alteraciéon puede ser una mutacién en el gen ALAS1. La alteracién puede ser una mutacion en el promotor del
gen ALAS1 o en regiones en direccion 5' o direccion 3' del gen ALAS1. La alteracion puede ser una mutacion en
factores de transcripcién u otros genes que interaccionan con ALAS1. La alteracion puede ser una alteracion, p. €j.,
una mutacion, en un gen que codifica una enzima en la via biosintética del grupo hemo.

El sujeto puede tener una alteracidon genética segin se describe en la presente (p. €j., una mutacién genética que se
sabe que esta asociada con una porfiria). En algunos aspectos, el sujeto puede presentar un nivel elevado (p. €j.,
nivel en orina o plasma) de ALA y/o PBG. En algunos aspectos, el sujeto puede no presentar un nivel elevado de
ALA y/o PBG. El sujeto puede tener una alteracién genética segin se describe en la presente y presenta otros
sintomas, p. ej., dolor cronico, cambios en el EMG, cambios en la velocidad de conduccién nerviosa y/u otros
sintomas asociados con una porfiria. El sujeto puede tener una alteracion genética pero no padece ataques agudos.

El sujeto puede tener una mutacién asociada con AIP, HCP, VP o ADP.

La porfiria puede ser AIP. En algunos de tales aspectos, el sujeto puede tener una alteracion, p. ej., al menos una
mutacion, en el gen de la PBG-desaminasa. En la técnica se conocen muchas mutaciones de la PBG-desaminasa,
por ejemplo, segin se describe en Hrdinka, M. et al. Physiological Research, 55 (Supl. 2):5119-136 (2006). El sujeto
puede ser heterozigético respecto a una mutacion de la PBG-desaminasa. El sujeto puede ser homozigotico
respecto a una mutaciéon de la PBG-desaminasa. Un sujeto homozigético puede ser portador de dos mutaciones
idénticas o dos mutaciones diferentes en el gen de la PBG-desaminasa.

La porfiria puede ser HCP. En algunos de tales aspectos, el sujeto puede tener una alteracién, p. ej., al menos una
mutacion, en el gen que codifica la enzima coproporfirindgeno Ill-oxidasa.

La porfiria puede ser VP. En algunos de tales aspectos, el sujeto puede tener una alteracién, p. ej., al menos una
mutacion, en el gen que codifica la protoporfrinégeno-oxidasa.

La porfiria puede ser ADP, p. ej., ADP recesiva autosomica. El sujeto puede tener una alteracion, p. ej., al menos
una mutacion, en el gen que codifica la ALA-deshidratasa.

Los métodos de tratamiento que se proporcionan en la presente pueden servir para mejorar uno o mas sintomas
asociados con una porfiria, para reducir la frecuencia de los ataques asociados con la porfiria, para reducir la
probabilidad de que se produzca un ataque de uno o mas sintomas asociados con la porfiria tras la exposiciéon a un
factor precipitante o para reducir el riesgo de desarrollar afecciones asociadas con la porfiria (p. €j., una neuropatia
(p. €j., una neuropatia progresiva), un cancer hepatocelular). Ademas, los métodos que se proporcionan en la
presente pueden servir para reducir el nivel de uno o més precursores de porfirinas, porfirinas y/o productos o
metabolitos relacionados con las porfirinas. El nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina se puede medir
en cualquier muestra bioldgica tal como, p. €j., orina, sangre, heces, fluido cerebroespinal o una muestra tisular. La
muestra puede estar presente dentro de un sujeto o se puede obtener o extraer a partir del sujeto. La porfiria puede
ser AIP y se reduce el nivel de PBG y/o ALA. El producto o metabolito de la porfirina puede ser porfobilina,
porfobilinégeno o uroporfirina. La reduccion del nivel de un producto o metabolito de una porfirina se puede medir
utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, el nivel de PBG y/o ALA en orina o plasma se
puede evaluar utilizando la prueba de Watson-Schwartz, cromatografia de intercambio iénico o cromatografia liquida
de alta resolucion-espectrometria de masas. Remitase, p. €j., a Thunell (1993).

Los métodos descritos en la presente también pueden servir para reducir niveles crénicamente elevados de
precursores de porfirinas (p. ej. ALA y/o PBG) en sujetos que padecen una porfiria (p. ej., una porfiria hepatica
aguda, p. €j., AIP) o que corren el riesgo de desarrollar una porfiria. Los métodos para evaluar los niveles en plasma
y orina (p. €j., niveles crénicamente elevados) de precursores de porfirinas incluyen, p. ej., HPLC-espectrometria de
masas y cromatografia de intercambio i6nico. Los niveles de precursores de porfirinas se pueden expresar como el
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nivel relativo respecto a otra proteina o compuesto, p. €j., la creatinina. Remitase, p. €j., a Floderus, Y. et al., Clinical
Chemistry, 52(4): 701-707, 2006; Sardh et al., Clinical Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007.

Un "factor precipitante”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un factor endégeno o exégeno que puede
inducir un ataque agudo de uno o mas sintomas asociados con una porfiria. Los factores precipitantes incluyen
ayuno (u otras formas de ingesta caldrica reducida o inadecuada, debido a dietas extremas, atletismo de fondo,
etc.), estrés metabolico (p. €j., infecciones, cirugia, viajes aéreos internacionales y estrés psicolégico), hormonas
enddgenas (p. ej., progesterona), fumar cigarrillos, agentes quimicos exdgenos liposolubles (que incluyen, p. €j.,
agentes quimicos presentes en el humo del tabaco, ciertos farmacos recetados, disolventes orgéanicos, biocidas,
componentes de bebidas alcohdlicas), factores endocrinos (p. ej., hormonas reproductivas (las mujeres pueden
experimentar exacerbaciones durante el periodo premenstrual), estr6genos sintéticos, progesteronas, estimulantes
de la ovulacion y terapia de reemplazo hormonal). Remitase, por ejemplo, a Thunell (1993). Los factores
precipitantes comunes incluyen farmacos que inducen el citocromo P450 y fenobarbital.

Los sintomas asociados con una porfiria pueden incluir dolor o calambres abdominales, cefaleas, efectos
provocados por anomalias del sistema nervioso y sensibilidad a la luz, que provoca sarpullidos, ampollas y aparicion
de cicatrices en la piel (fotodermatitis). La porfiria puede ser AIP. Los sintomas de la AIP incluyen sintomas
gastrointestinales (p. ej., dolor abdominal intenso y poco localizado, ndusea/vomitos, estrefiimiento, diarrea, ileo),
sintomas urinarios (disuria, retencién/incontinencia urinaria u orina oscura), sintomas neurolégicos (p. €j., neuropatia
sensorial, neuropatia motriz (p. €j., que afecta a los nervios craneales y/o que provoca debilidad en los brazos o las
piernas), convulsiones, dolor neuropatico, neuropatia progresiva, cefaleas, sintomas neuropsiquiatricos (p. €j.,
confusién mental, ansiedad, agitacién, alucinacion, histeria, delirio, apatia, depresion, fobias, psicosis, insomnio,
somnolencia, coma), participacion del sistema nervioso autonémico (que provoca, p. €j., sintomas cardiovasculares
tales como taquicardia, hipertension y/o arritmias, asi como también otros sintomas tales como, p. €j., un incremento
de los niveles de catecolamina en circulacién, sudoracién, inquietud y/o temblores), deshidratacién y anomalias
electroliticas.

Se puede administrar un ARNi que tiene ALAS1 como diana junto con (p. €j., antes, después o de forma simultanea)
otro tratamiento que pueda servir para aliviar uno o mas de los sintomas anteriores. Por ejemplo, el dolor abdominal
se puede tratar, p. €j., con analgésicos narcéticos, las convulsiones se pueden tratar, p. ej., con medicamentos
contra las convulsiones, las nauseas/vomitos se pueden tratar, p. €j., con fenotiazinas y la taquicardia/hipertension
se puede tratar, p. €j., con bloqueadores beta.

Se pretende que el término "reducir" (o "incrementar") se refiera a un cambio medible, p. ej., un cambio
estadisticamente significativo. El cambio puede ser, por ejemplo, un cambio de al menos un 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50% o mas (p. €j., reduccién (o incremento) respecto a un valor de referencia, p. ej., una referencia en la que
no se proporcione ARNi).

Se describe ademas en la presente el uso de un ARNi o0 una composicion farmacéutica de este, p. €j., para tratar un
trastorno relacionado con la expresion de ALAS1, combinado con otros agentes farmacéuticos y/u otros métodos
terapéuticos, p. ej., con agentes terapéuticos conocidos y/o métodos terapéuticos conocidos tales como, por
ejemplo, los que se emplean actualmente para tratar el trastorno. El ARNi o la composicién farmacéutica de este se
puede administrar junto con un producto de tipo hemo (p. €j., hemina, arginato de hemo o albumina que contiene
hemo, segln se describe en la presente) y/o junto con infusiones intravenosas de glucosa. EI ARNi o la composicion
farmacéutica de este se puede utilizar profilacticamente, p. ej., para prevenir o mejorar los sintomas de un ataque
anticipado de porfiria aguda. El uso profilactico se puede hacer coincidir con la exposicién o exposicion anticipada
del sujeto a un factor precipitante. Un factor precipitante, segin se describe en la presente, puede ser cualquier
factor end6geno o exdgeno que se sepa que precipita un ataque agudo. Por ejemplo, la fase premenstrual es un
factor precipitante endégeno y un farmaco que induce el citocromo P450 es un factor precipitante exégeno.

La cantidad eficaz para el tratamiento del trastorno relacionado con la expresion de ALAS1 (p. ej., una porfiria tal
como AIP) depende del tipo de trastorno que se ha de tratar, la gravedad de los sintomas, el sujeto que se esté
tratando, el sexo, la edad, el estado de salud general del sujeto, la via de administracion, etc. Para cualquier caso
dado, un experto en la técnica podra determinar la "cantidad eficaz" adecuada utilizando experimentacion rutinaria.
La monitorizacion de la eficacia del tratamiento o la prevencion se encuentra dentro de las competencias de un
experto en la técnica y se lleva a cabo midiendo cualquiera de tales parametros o cualquier combinacion de
parametros. En relacion con la administracion de un ARNi que tiene ALAS1 como diana o una composicién
farmacéutica de este, la expresion "eficaz contra" un trastorno relacionado con la expresion de ALAS1 indica que la
administracién de un modo clinicamente adecuado provoca un efecto beneficioso, p. €j., para un paciente individual
o para al menos una fracciéon de los pacientes, p. €j., una fraccién estadisticamente significativa de los pacientes.
Los efectos beneficiosos incluyen, p. €j., la prevencién o la reduccion de los sintomas u otros efectos. Por ejemplo,
los efectos beneficiosos incluyen, p. ej., una mejora (p. ej., reduccion de la gravedad o la frecuencia) de los
sintomas, una reduccién de la gravedad o la frecuencia de los ataques, un menor riesgo de desarrollar una
enfermedad asociada (p. ej., una neuropatia (p. e€j., una neuropatia progresiva), cancer hepatocelular), una
capacidad mejorada para tolerar un factor precipitante, una mejora en la calidad de vida, una reduccién de la
expresion de ALAS1, una reduccién del nivel (p. ej., el nivel en plasma u orina) de una porfirina o un precursor de
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una porfirina (p. ej., ALA y/o PBG) u otro efecto que sea reconocido en general como positivo por los doctores
médicos familiares con el tratamiento del tipo particular de trastorno.

Un efecto del tratamiento o la prevencion se pone de manifiesto cuando se produce una mejora, p. €j., una mejora
estadisticamente significativa en uno o mas parametros del estado patoloégico, o porque no empeoran 0 no se
desarrollan sintomas que de otro modo cabria anticipar. A modo de ejemplo, un cambio favorable de al menos un
10% en un parametro medible de la enfermedad, p. ej., de al menos un 20%, 30%, 40%, 50% o0 mas, puede ser
indicativo de un tratamiento eficaz. La eficacia de un farmaco de ARNi determinado o una formulacion de este
farmaco también se puede juzgar utilizando un modelo animal experimental para la enfermedad determinada segun
se conoce en la técnica. Cuando se utiliza un modelo animal experimental, la eficacia del tratamiento se pone de
manifiesto cuando se observa una reduccion estadisticamente significativa de un marcador (p. €j., ALA o PBG en
plasma u orina) o sintoma.

Se puede administrar una cantidad terapéutica de ARNi a los pacientes. La cantidad terapéutica puede ser, p. €j., de
0.05-50 mg/kg. Por ejemplo, la cantidad terapéutica puede ser de 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0,
1.5,2.0025,3.0,35,4.0,4.5,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50 mg/kg de ARNbc.

El ARNi se puede formular como una formulacién lipidica, p. ej., una formulacién LNP segln se describe en la
presente. La cantidad terapéutica puede ser de 0.05-5 mg/kg, p. €j., de 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 0 5.0 mg/kg de ARNbc. La formulacién lipidica, p. €j., una formulacién LNP, se
puede administrar por via intravenosa.

El ARNi se puede administrar mediante una infusion intravenosa durante un periodo de tiempo tal como durante un
periodo de 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos o 25 minutos.

El ARNi se puede encontrar en forma de un conjugado de tipo GalNAc seglin se describe en la presente. La
cantidad terapéutica puede ser de 0.5-50 mg, p. €j., de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0,
6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 mg/kg de ARNbc. El conjugado de tipo GalNAc se puede administrar
por via subcutanea.

La administracion se puede repitir, por ejemplo, de forma regular, tal como diariamente, cada dos semanas durante
un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses o mas. Después de un régimen de tratamiento inicial, los tratamientos
se pueden administrar con menos frecuencia. Por ejemplo, después de la administracién cada dos semanas durante
tres meses, la administracién se puede repetir una vez al mes durante seis meses o un afio 0 mas.

El agente de ARNi se puede administrar en dos o mas dosis. El nimero o la cantidad de dosis posteriores puede
depender de la obtencién del efecto deseado, p. €j., la supresiéon de un gen ALAS, la reduccion del nivel de una
porfirina o un precursor de una porfirina (p. ej., ALA y/o PBG), o la obtencién de un efecto terapéutico o profilactico,
p. €j., la reduccién o la prevencion de uno o0 mas sintomas asociados con una porfiria (p. €j., dolor, p. ej., dolor
neuropatico) y/o la prevencion de ataques o la reduccion de la frecuencia y/o la gravedad de los ataques asociados
con una porfiria.

El agente de ARNi se puede administrar siguiendo un programa. Por ejemplo, el agente de ARNi se puede
administrar una vez por semana, dos veces por semana, tres veces por semana, cuatro veces por semana o cinco
veces por semana. El programa puede implicar administraciones espaciadas de forma regular, p. ej., cada hora,
cada cuatro horas, cada seis horas, cada ocho horas, cada doce horas, diariamente, cada 2 dias, cada 3 dias, cada
4 dias, cada 5 dias, semanalmente, una vez cada dos semanas o mensualmente. El agente de ARNi se puede
administrar semanalmente o cada dos semanas para conseguir un efecto deseado, p. €j., para reducir el nivel de
ALA y/o PBG, para reducir el dolor y/o para prevenir ataques agudos.

El programa puede implicar administraciones poco espaciadas seguidas por un periodo de tiempo mas prolongado
durante el cual no se administra el agente. Por ejemplo, el programa puede implicar un conjunto inicial de dosis que
se administran en un periodo de tiempo relativamente corto (p. ej., aproximadamente cada 6 horas,
aproximadamente cada 12 horas, aproximadamente cada 24 horas, aproximadamente cada 48 horas o
aproximadamente cada 72 horas) seguido de un periodo de tiempo mas prolongado (p. ej., aproximadamente 1
semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas o aproximadamente 8
semanas) durante el cual no se administra el agente de ARNi. El agente de ARNi se puede administrar inicialmente
cada hora y posteriormente se administra en un intervalo mas prolongado (p. €j., diariamente, semanalmente, cada
dos semanas o mensualmente). El agente de ARNi se puede administrar inicialmente de forma diaria y
posteriormente se puede administrar en un intervalo mas prolongado (p. €j., semanalmente, cada dos semanas o
mensualmente). El intervalo mas prolongado aumenta con el tiempo o se determina en funcién de la obtencién del
efecto deseado. El agente de ARNi se administra una vez al dia durante un ataque agudo y a continuacién se
administran dosis semanalmente empezando en el octavo dia de administracion. Especificamente, ademas, el
agente de ARNi se puede administrar una vez cada dos dias durante una primera semana y a continuacion se
administran dosis semanalmente empezando en el octavo dia de administracion.
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El agente de ARNi se puede administrar para prevenir o reducir la gravedad o la frecuencia de ataques recurrentes,
p. ej., ataques ciclicos asociados con un factor precipitante. El factor precipitante puede ser el ciclo menstrual. El
ARNi se puede administrar de forma repetida, p. €j., en intervalos regulares para prevenir o reducir la gravedad o la
frecuencia de ataques recurrentes, p. ej., ataques ciclicos asociados con un factor precipitante, p. €j., el ciclo
menstrual, p. €j., una frase particular del ciclo menstrual, p. ej., la fase luteinica. EI ARNi se puede administrar
durante una fase particular del ciclo menstrual o en funcién de los niveles hormonales del paciente que se esté
tratando (p. ej., en funcién de los niveles hormonales que se asocian con una fase particular del ciclo menstrual). El
ARNi se puede administrar en uno o mas dias particulares del ciclo menstrual, p. ej., eneldia1,2,3,4,5,6,7,8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o en el dia 28 (0 en un dia posterior para sujetos
que tienen un ciclo menstrual méas prolongado). EI ARNi se puede administrar durante la fase luteinica, p. €j., en uno
o mas dias entre los dias 14-28 del ciclo menstrual (o posteriormente en sujetos que tienen un ciclo menstrual de
mas de 28 dias). Se puede evaluar la ovulacién del sujeto (p. €j., utilizando una prueba en sangre u orina que
detecta una hormona asociada con la ovulacién, p. ej., LH) y el ARNi se administra en un intervalo predeterminado
después de la ovulacion. EI ARNi se puede administrar inmediatamente después de la ovulacién. El ARNi se puede
administrar 1, 2, 3, 4,5, 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 dias después de la ovulacién. Cualquiera de
estos programas se puede repetir opcionalmente durante una o mas iteraciones. El nimero de iteraciones puede
depender de la obtencion del efecto deseado, p. €j., la supresién de un gen ALAS1 y/o la obtencién de un efecto
terapéutico o profilactico, p. ej., reducir o prevenir uno o mas sintomas asociados con una porfiria, para reducir la
frecuencia de los ataques asociados con una porfiria.

Se describe que se puede administrar una dosis inicial del agente de ARNi y se puede evaluar el nivel de ALA o
PBG, p. €j., 1-48 horas, p. €], 2, 4, 8, 12 0 24 horas después de la administracion de la dosis inicial. Si el nivel de
ALA y/o PBG se ha reducido (p. ej. hasta conseguir una reduccion predeterminada, p. €j., una normalizacién) y/o si
los sintomas asociados con una porfiria (p. ej., dolor) han mejorado (p. €j., de manera que el paciente no presente
sintomas), no se puede administrar ninguna dosis adicional, mientras que si el nivel de ALA y/o PBG no se ha
reducido (p. €j., no ha alcanzado una reduccién predeterminada, p. €j., no se ha normalizado), se administra una
dosis adicional de ALA o PBG. La dosis adicional se puede administrar 12, 24, 36, 48, 60 o 72 horas después de la
dosis inicial. Si la dosis inicial no es eficaz para reducir el nivel de ALA y/o PBG, la dosis adicional se puede
modifica, p. €j., se incrementa para alcanzar una reduccién deseada (p. ej., una reduccién predeterminada, p. €j.,
una normalizacién) de los niveles de ALA o PBG.

La reduccion predeterminada puede ser una reduccion de al menos un 10%, 20%, 30%, 40% o 50%. La reduccion
predeterminada puede ser una reduccion que es eficaz para prevenir o mejorar los sintomas, p. ej., el dolor,
sintomas prodrémicos o ataques recurrentes.

La reduccién predeterminada puede ser una reduccién que corresponde a al menos 1, 2, 3 0 mas desviaciones
estandar, donde la desviacion estandar se determina en funcion de los valores de una muestra de referencia, p. €;j.,
una muestra de referencia segun se describe en la presente.

La reduccion predeterminada puede ser una reduccion que modifica el nivel de la porfirina o el precursor de la
porfirina hasta un nivel que es inferior a, 0 hasta un nivel que es inferior o igual a, un valor de referencia (p. €j., un
valor de referencia segun se describe en la presente).

Una "normalizacion" de los niveles de ALA o PBG (o un nivel "normal" o "normalizado”), tal como se utiliza en la
presente, se refiere a un nivel (p. €j., un nivel en orina y/o plasma) de ALA o PBG, o de ambos, que se encuentra
dentro del intervalo esperado para un individuo sano, un individuo que no presenta sintomas (p. €j., un individuo que
no experimenta dolor y/o no sufre ninguna neuropatia) o un individuo que no es portador de ninguna mutacion
asociada con una porfiria. Por ejemplo, un nivel normalizado se puede encontrar dentro de dos desviaciones
esténdar de la media normal. Un nivel normalizado se encuentra dentro de los limites de referencia normales, p. €j.,
dentro del intervalo de confianza del 95% para una muestra de control adecuada, p. €j., una muestra de individuos
sanos o individuos que no son portadores de ninguna mutacion génica asociada con una porfiria. El nivel de ALA y/o
PBG del sujeto (p. €j., el nivel de ALA y/o PBG en orina y/o plasma) se puede monitorizar por intervalos y se puede
administrar una dosis adicional del agente de ARNi cuando el nivel aumenta por encima del valor de referencia.

La administracién del ARNi puede reducir los niveles proteicos o de ARNm de ALAS1, p. ej., en una célula, tejido,
sangre, orina u otro compartimento del paciente al menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al menos un
25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80
% 0 al menos un 90% o0 mas. La administracion del ARNi puede reducir los niveles de productos asociados con la
expresion del gen ALAS1, p. €j., los niveles de una o mas porfirinas o precursores de porfirinas (p. €j., el nivel de
ALA y/o PBG). La administracién del agente de ARNi también puede inhibir o prevenir el aumento de los niveles
proteicos 0 de ARNm de ALAS1 durante un ataque agudo de AlP.

Antes de la administraciéon de una dosis completa del ARNi, se puede administrar a los pacientes una dosis mas
pequenia, tal como una dosis de infusion de un 5%, y monitorizar a los pacientes en busca de efectos adversos, tales
como una reaccion alérgica, o de una presion sanguinea o niveles lipidicos elevados. En otro ejemplo, se puede
monitorizar al paciente en busca de efectos no deseados.
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Métodos para modular la expresidon de un gen ALAS1

En otro aspecto mas, se describe ademas en la presente un método para modular (p. e€j., inhibir o activar) la
expresion de un gen ALAST, p. €j., en una célula o en un sujeto. La célula se puede encontrar ex vivo, in vitro o0 in
vivo. La célula puede ser una célula eritroide o un hepatocito. La célula se encuentra en un sujeto (p. €j., un
mamifero tal como, por ejemplo, un ser humano). En algunas realizaciones, el sujeto (p. €j., el ser humano) corre el
riesgo de padecer o ha sido diagnosticado con una enfermedad relacionada con la expresion de ALAS1, segln se
describe en la presente.

El método puede incluir poner en contacto la célula con un ARNi segun se describe en la presente, en una cantidad
eficaz para reducir la expresion de un gen ALAS1 en la célula. La expresién "poner en contacto”, tal como se utiliza
en la presente, incluye poner en contacto directamente una célula, asi como también poner en contacto
indirectamente una célula. Por ejemplo, una célula de un sujeto (p. €j., una célula eritroide o una célula hepatica tal
como un hepatocito) se puede poner en contacto cuando se administra una composicion que comprende un ARNi
(p. €j., por via intravenosa o por via subcuténea) al sujeto.

La expresiéon de un gen ALAS1 se puede evaluar en funcion del nivel de expresion de un ARNm de ALAS1, una
proteina de ALAS1 o el nivel de un parametro relacionado funcionalmente con el nivel de expresiéon de un gen
ALAS1 (p. €j., el nivel de una porfirina o la incidencia o gravedad de un sintoma relacionado con una porfiria). La
expresion de ALAS1 se puede inhibir al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al
menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al
menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al
menos un 85%, al menos un 90% o al menos un 95%. El ARNi puede presentar una CI50 comprendida en el
intervalo de 0.001-0.01 nM, 0.001-0.10 nM, 0.001-1.0 nM, 0.001-10 nM, 0.01-0.05 nM, 0.01-0.50 nM, 0.02-0.60 nM,
0.01-1.0 nM, 0.01-1.5 nM, 0.01-10 nM. EI valor de CI50 se puede normalizar respecto a un valor de control
adecuado, p. €j., la CI50 de un ARNi que no tenga diana.

El método puede incluir introducir en la célula un ARNi segun se describe en la presente y mantener la célula
durante un tiempo suficiente para obtener la degradacién del transcrito de ARNm de un gen ALAS1, de este modo
se inhibe la expresion del gen ALAS1 en la célula.

El método puede incluir administrar una composicién descrita en la presente, p. €j., una composicion que comprende
un ARNi que tiene ALAS1 como diana, al mamifero de modo que la expresion del gen ALAS1 diana se reduzca, por
ejemplo, durante un periodo prolongado, p. €j., al menos dos, tres, cuatro dias o mas, p. ej., una semana, dos
semanas, tres semanas o cuatro semanas o mas. La reduccion de la expresion de ALAS1 se puede detectar en un
periodo de 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas 0 24 horas desde la primera administracion.

El método puede incluir administrar una composicién segun se describe en la presente a un mamifero de modo que
la expresion del gen ALAS1 se incremente, p. €j., al menos un 10% en comparaciéon con un animal no tratado. La
activacion de ALAS1 puede tener lugar durante un periodo prolongado, p. €j., al menos dos, tres, cuatro dias o mas,
p. €j., una semana, dos semanas, tres semanas, cuatro semanas o mas. Sin pretender vincularse a ninguna teoria,
un ARNiI puede activar la expresion de ALAS1 estabilizando el transcrito de ARNm de ALAST, interaccionando con
un promotor en el genoma y/o inhibiendo un inhibidor de la expresién de ALAS1.

Los ARNi utiles para los métodos y las composiciones que se exponen en la presente tienen especificamente como
diana ARN (primarios o procesados) de un gen ALAS1. Las composiciones y los métodos para inhibir la expresion
de un gen ALAS1 utilizando ARNi se pueden preparar y aplicar segun se describe en otras partes de la presente.

El método puede incluir administrar una composicién que contiene un ARNi, donde el ARNi incluye una secuencia
de nucledtidos que es complementaria respecto a al menos una parte de un transcrito de ARN del gen ALAS1 del
mamifero que se ha de tratar. Cuando el organismo que se ha de tratar es un mamifero tal como un ser humano, la
composicién se puede administrar mediante cualquier medio conocido en la técnica, que incluye, sin caracter
limitante, la via oral, intraperitoneal o parenteral, incluida la administracion intracraneal (p. ej., intraventricular,
intraparenquimal e intratecal), intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica, a través de las vias
respiratorias (aerosol), nasal, rectal y topica (incluida la bucal y sublingual).

Las composiciones se pueden administrar mediante una infusion o inyeccién intravenosa. Las composiciones
comprenden un ARNip formulado en un liquido (p. €j., una formulacién LNP tal como una formulacion LNP11) para
una infusion intravenosa. En particular, tales composiciones se pueden utilizar para tratar ataques agudos de porfiria
y/o para la profilaxis (p. €j., para reducir la gravedad o la frecuencia de los ataques).

Las composiciones se pueden administrar ademdas por via subcutdnea. En algunos aspectos de este tipo, las
composiciones pueden comprender un ARNi conjugado con un ligando de tipo GalNAc. En particular, tales
composiciones se pueden utilizar para tratar ataques agudos de porfiria 0 para la profilaxis (p. ej., para reducir la
gravedad o la frecuencia de los ataques).

Métodos para reducir el nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina
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En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para reducir el nivel de una porfirina o un precursor de una
porfirina, p. €j., en una célula o en un sujeto.

La célula se puede encontrar ex vivo, in vitro o in vivo. La célula puede ser una célula eritroide o un hepatocito. La
célula puede ser un hepatocito. La célula se puede encontrar en un sujeto (p. ej., un mamifero tal como, por ejemplo,
un ser humano).

El sujeto (p. €j., el ser humano) puede correr el riesgo de padecer o ha sido diagnosticado con una porfiria, segin se
describe en la presente. El método puede ser eficaz para tratar una porfiria segun se describe en la presente (p. €j.,
mejorando uno 0 mas sintomas asociados con una porfiria, reduciendo la frecuencia de los ataques asociados con
una porfiria, reduciendo la probabilidad de que se produzca un ataque de uno o més sintomas asociados con una
porfiria tras la exposicién a un factor precipitante o reduciendo el riesgo de desarrollar afecciones asociadas con una
porfiria (p. €j., una neuropatia (p. €j., una neuropatia progresiva), un cancer hepatocelular). EIl método puede incluir
poner en contacto la célula con un ARNi, segun se describe en la presente, en una cantidad suficiente para reducir
el nivel de la porfirina o del precursor de la porfirina (p. ej., ALA o PBG) en la célula, o en otra célula o grupo de
células relacionadas, o en el sujeto. La expresidén "poner en contacto”, tal como se utiliza en la presente, incluye
poner en contacto directamente una célula, asi como también poner en contacto indirectamente una célula. Por
ejemplo, una célula de un sujeto (p. €j., una célula eritroide o una célula hepatica tal como un hepatocito) se puede
poner en contacto cuando se administra una composicién que comprende un ARNi (p. €j., por via intravenosa o por
via subcuténea) al sujeto. La expresidon "otra célula o grupo de células relacionadas”, tal como se utiliza en la
presente, incluye cualquier célula o grupo de células en las que el nivel de la porfirina o el precursor de la porfirina se
reduce como resultado de la puesta en contacto. Por ejemplo, la célula puede formar parte de un tejido presente en
un sujeto (p. ej., una célula hepatica presente en un sujeto) y el hecho de poner en contacto la célula del sujeto (p.
ej., poner en contacto una o mas células hepaticas presentes en un sujeto) con el ARNi puede provocar una
reduccion del nivel de la porfirina o del precursor de la porfirina en otra célula o grupo de células relacionadas (p. €j.,
células nerviosas del sujeto) o en un tejido o fluido del sujeto (p. ej., en la orina, sangre, plasma o fluido
cerebroespinal del sujeto).

La porfirina o el precursor de porfirina se puede seleccionar del grupo constituido por acido &-aminolevulinico (ALA),
porfopilinégeno (PBG), hidroximetilbilano (HMB), uroporfirinégeno Ill, coproporfirindégeno lll, protoporfrinégeno IX y
protoporfirina IX. El precursor de porfirina puede ser ALA. El precursor de porfirina puede ser PBG. El método puede
reducir el nivel de ALA y PBG. El nivel de una porfirina o un precursor de una porfirina se puede medir segun se
describe en la presente y se conoce en la técnica.

Ensayos y métodos para monitorizar la actividad de iARN

En otro aspecto, también se proporcionan en la presente ensayos y métodos para monitorizar los niveles de ARNm
de ALAS1. La actividad de iARN en el higado se puede monitorizar detectando los niveles de ARNm o el producto
5’RACE en el tejido, o detectando el nivel de la proteina secretada circulante.

Como alternativa, 0 en combinacion, los niveles extracelulares circulantes de ARNm de ALAS1 se pueden detectar,
p. ej., mediante ensayos cERD (siglas en inglés de deteccion de ARN extracelular circulante, Circulating Extracellular
BNA Detection). El nivel de ARNm de ALAS1 se puede detectar en una muestra de fluido corporal, p. €j., una
muestra de suero u orina. Diferentes tipos de células pueden verter exosomas, que contienen ARNm y ARNmi
derivados de un tejido de origen, en los fluidos corporales. Tales exosomas se pueden utilizar para monitorizar el
nivel de iARN en circulacién. Una muestra, p. €j., una muestra de suero u orina de un sujeto tratado con una ARNi
descrita en la presente se puede purificar con una centrifugacién a baja velocidad, seguido por una centrifugacion a
aproximadamente 160 000g durante aproximadamente 2 horas para formar un sedimento. EI ARN se puede extraer
y analizar para medir los niveles de ARNm de ALAS1. Se describen métodos y ensayos ejemplares en el documento
PCT/US2012/043584, publicado como WO 2012/177906.

En consecuencia, se proporciona un ensayo, o método, para detectar el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular
circulante en un sujeto. El ensayo, o método, incluye proporcionar ARN (p. ej., ARN extracelular) de una muestra de
fluido biolégico (p. ej., muestra de orina, sangre o plasma) del sujeto, comprendiendo dicha muestra de fluido
biolégico el ARNm de ALAST; y detectar el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en la muestra.

El ensayo o método puede incluir el paso de obtener un ADNc de ALAS1 a partir del ARNm de ALAS1; y poner en
contacto el ADNc de ALAS1 con un &cido nucleico complementario (p. ej., sonda y/o cebador) con el ADNc de
ALAS1 o una porcién de este, para producir de esta manera una mezcla de reaccion; y detectar (p. ej., medir) el
nivel de ADNc de ALAS1 en la mezcla de reaccion, donde el nivel de ADNc de ALAS1 es indicativo del nivel de
ARNm de ALAS1, para analizar de esta manera el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto.

El ensayo o método puede incluir adquirir una muestra de fluido biolégico de un sujeto, donde la muestra bioldgica
se separa del tejido, y donde la muestra bioldgica contiene exosomas. El ensayo o método puede incluir ademas
detectar los niveles de ARN en la muestra biologica, donde el ARN se expresa a partir del gen en el tejido del sujeto,
donde los exosomas no se purifican a partir de la muestra biol6gica antes de detectar los niveles de ARN en la
muestra biolégica.
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Dicha muestra de fluido biolégico puede ser una muestra de sangre. Dicha muestra de fluido biol6gico puede ser
una muestra de suero. La muestra de fluido biolégico puede ser una muestra de orina.

El método puede comprender PCR, gPCR o 5-RACE.
Dicho &cido nucleico puede ser una sonda o cebador.

Dicho acido nucleico puede comprender un resto detectable y el nivel de ARNm de ALAS1 se determina mediante la
deteccion de la cantidad del resto detectable.

Dicho método puede comprender ademas obtener la muestra de fluido biol6gico del sujeto.

En algunos de estos métodos, se evalla la eficacia de un tratamiento de la porfiria en funcién de una comparacion
del nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto respecto a un valor de referencia.

Una reduccion en el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto en respuesta al tratamiento de la
porfiria, respecto al valor de referencia, puede indicar que el tratamiento de la porfiria es eficaz. El valor de referencia
puede ser el nivel de ARNm de ALAS1 extracelular circulante en el sujeto antes del tratamiento de la porfiria.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el
mismo significado que interpreta habitualmente un experto en la técnica a la cual pertenece esta invencion.
Asimismo, los materiales, métodos y ejemplos son Unicamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Sintesis de ARNip

Origen de los reactivos

Cuando en la presente no se proporcione especificamente el origen de un reactivo, tal reactivo se podra obtener a
partir de cualquier proveedor de reactivos para biologia molecular con una calidad/pureza estandar para su
aplicacion en biologia molecular.

Sintesis de oligonucleoétidos

Todos los oligonucleétidos se sintetizan en un sintetizador AKTAoligopilot. Para la sintesis de los oligonucleétidos,
se utilizaron soportes s6lidos de vidrio con poros controlados que se pueden adquirir de proveedores comerciales
(dT-CPG, 500 A, Prime Synthesis) y fosforamiditos de ARN con grupos protectores estandar, 5’-O-dimetoxitritil-N6-
benzoil-2’-t-butildimetilsililadenosin-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito, 5’-O-dimetoxitritil-N4-acetil-2’-t-
butildimetilsililcitidin-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito, 5’-O-dimetoxitritil-N2-isobutil-2’-t-
butildimetilsiliiguanosin-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito y 5’-O-dimetoxitritil-2’-t-butildimetilsililuridin-3’-O-
N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito (Pierce Nucleic Acids Technologies). Los fosforamiditos con la sustitucién 2’
F, 5-O-dimetoxitritil-N4-acetil-2’-flurocitidin-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito y 5’-O-dimetoxitritil-2’-
flurouridin-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilfosforamidito, se adquieren de Promega. Todos los fosforamiditos se
utilizan con una concentracion de 0.2 M en acetonitrilo (CH3CN) excepto para la guanosina, que se utiliza con una
concentracién de 0.2 M en THF al 10%/ACN (v/v). Se utiliza un tiempo de acoplamiento/reciclaje de 16 minutos. El
activador es 5-etiltiotetrazol (0.75 M, American International Chemicals); para la oxidacion de PO se utiliza
yodo/agua/piridina y para la oxidacion de PS se utiliza PADS (2%) en 2,6-lutidina/ACN (1:1 v/v).

Las hebras conjugadas con el ligando 3' se sintetizan utilizando un soporte sélido que contiene el ligando
correspondiente. Por ejemplo, la introduccién de una unidad de colesterol en la secuencia se lleva a cabo partiendo
de un fosforamidito de hidroxiprolinol-colesterol. El colesterol se une a trans-4-hidroxiprolinol mediante un conector
de tipo 6-aminohexanoato para obtener un resto de hidroxiprolinol-colesterol. Los ARNi marcados con Cy-3 y Cy-5.5
(fluoréforo) en el extremo 5' se sintetizan a partir del fosforamidito Quasar-570 (Cy-3) correspondiente, que se
adquiere de Biosearch Technologies. La conjugacion de los ligandos en el extremo 5' y/o en una posicion interna se
consigue utilizando bloques estructurales de fosforamidito-ligando protegidos adecuadamente. Un acoplamiento
prolongado de 15 min de una solucién de fosforamidito 0.1 M en CH3CN anhidro en presencia del activador 5-
(etiltio)-1H-tetrazol a un oligonucleétido unido a un soporte sélido. La oxidacion del fosfito entre nucleétidos para
obtener el fosfato se lleva a cabo utilizando yodo-agua estandar segun se ha descrito (1) o mediante el tratamiento
con hidroperoxido de tert-butilo/acetonitrilo/agua (10: 87: 3) con un tiempo de espera para la oxidacion de 10 min
para el oligonucleétido conjugado. El fosforotioato se introduce mediante la oxidacion del fosfito para obtener el
fosforotioato utilizando un reactivo de transferencia de azufre tal como DDTT (se adquiere de AM Chemicals), PADS
y/o el reactivo de Beaucage. El fosforamidito de colesterol se sintetiza dentro de la empresa y se utiliza con una
concentracién de 0.1 M en diclorometano. El tiempo de acoplamiento para el fosforamidito de colesterol es de 16
minutos.

Desproteccidn | (desproteccidon de bases nucleotidicas)
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Tras completar la sintesis, el soporte se transfiere a una botella de vidrio de 100 mL (VWR). El oligonucleétido se
escinde del soporte con la desproteccion simultanea de la base y los grupos fosfato utilizando 80 mL de una mezcla
de amoniaco en etanol [amoniaco: etanol (3:1)] durante 6.5 h a 55 oC. La botella se enfria brevemente en hielo y a
continuacion la mezcla de amoniaco en etanol se filtra en una nueva botella de 250 mL. El CPG se lava con 2 x 40
mL porciones de etanol/agua (1:1 v/v). A continuacion, el volumen de la mezcla se reduce hasta ~ 30 mL en un
rotavapor. A continuacién, la mezcla se congela en nieve carboénica y se seca al vacio en un aparato SpeedVac.

Desproteccidn Il (eliminacion del grupo 2°’-TBDMS)

El residuo seco se vuelve a suspender en 26 mL de trietilamina, trihidrofluoruro de trietilamina (TEA<3HF) o piridina-
HF y DMSO (3:4:6) y se calienta a 60 oC durante 90 minutos para eliminar los grupos tert-butildimetilsililo (TBDMS)
de la posicion 2’. A continuacion, la reaccion se desactiva con 50 mL de acetato de sodio 20 mM y el pH se ajusta
hasta 6.5. El oligonucleétido se conserva en un congelador hasta su purificacién.

Analisis

Los oligonucleétidos se analizan mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) antes de su purificaciéon y
la seleccion del tampén y la columna depende de la naturaleza de la secuencia y/o del ligando conjugado.

Purificacién por HPLC

Los oligonuclettidos conjugados con ligandos se purifican mediante HPLC preparativa de fase inversa. Los
oligonucleotidos no conjugados se purifican mediante HPLC de intercambio aniénico o en una columna de gel TSK
empaquetada dentro de la empresa. Los tampones son fosfato de sodio 20 mM (pH 8.5) en CH3CN al 10% (tampén
A) y fosfato de sodio 20 mM (pH 8.5) en CH3CN al 10%, NaBr 1 M (tamp6n B). Las fracciones que contienen los
oligonuclettidos de longitud completa se agrupan, se eliminan las sales y se liofilizan. Aproximadamente 0.15 DO de
los oligonucleétidos, una vez que se han eliminado las sales, se diluyen en agua hasta obtener 150 pL y a
continuacion se pipetean en viales especiales para el analisis de CGE y LC/MS. A continuacién, los compuestos se
analizan mediante LC-ESMS y CGE.

Preparacion de los ARNip

Para la preparacién general de los ARNip, se calientan cantidades equimolares de la hebra sentido y antisentido en
1xPBS a 95 °C durante 5 min y se enfrian lentamente hasta temperatura ambiente. La integridad del duplex se
confirma mediante analisis de HPLC.

Mas adelante se representan las secuencias de los &cidos nucleicos utilizando la nomenclatura estéandar v,
especificamente, las abreviaciones de la Tabla 1.

Tabla 1: Abreviaciones de los mondmeros nucleotidicos que se utilizan_en la representacion de las
secuencias de los acidos nucleicos. Se sobreentendera que estos mondémeros, cuando estén presentes en un
oligonucle6tido, estaran unidos mutuamente mediante enlaces 5'-3'-fosfodiéster.

Abreviacién Nucleétido(s)/Nucledsidos

A Adenosin-3’-fosfato, 2’-desoxi-2’-fluorouridin-5’-fosfato o adenosina

Ab beta-L-adenosin-3'-fosfato, beta-L-adenosin-5’-fosfato o beta-L-adenosina

Abs beta-L-adenosin-3'-fosforotioato

Af 2’-desoxi-2’-fluoroadenosin-3’-fosfato, 2’-desoxi-2’-fluoroadenosin-5’-fosfato o 2’-desoxi-2’-
fluoroadenosina

Afs 2’-desoxi-2’-fluoroadenosin-3’-fosforotioato

As adenosin-3’-fosforotioato

C citidin-3’-fosfato, citidin-5’-fosfato o citidina

Cb beta-L-citidin-3'-fosfato o beta-L-citidina

Cbs beta-L-citidin-3'-fosforotioato

Cf 2’-desoxi-2’-fluorocitidin-3’-fosfato,  2’-desoxi-2’-fluorocitidin-5’-fosfato o  2’-desoxi-2’-
fluorocitidina

Cfs 2’-desoxi-2’-fluorocitidin-3’-fosforotioato

(Chd) 2'-O-hexadecilcitidin-3'-fosfato o 2’-O-hexadecilcitidina

(Chds) 2'-C-hexadecilcitidin-3'-fosforotioato

Cs citidin-3’-fosforotioato

G guanosin-3’-fosfato, guanosin-5’-fosfato o guanosina

Gb beta-L-guanosin-3'-fosfato, beta-L-guanosina-5’-fosfato o beta-L-guanosina

Gbs beta-L-guanosin-3'-fosforotioato

Gf 2’-desoxi-2’-fluoroguanosin-3’-fosfato, 2’-desoxi-2’-fluoroguanosin-5’-fosfato o 2’-desoxi-2’-
fluoroguanosina

Gfs 2’-desoxi-2’-fluoroguanosin-3’-fosforotioato

Gs guanosin-3’-fosforotioato
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T 5’-metiluridin-3’-fosfato, 5’-metiluridin-5’-fosfato o 5’-metiluridina

Tb beta-L-timidin-3'-fosfato, beta-L-timidin-5’-fosfato o beta-L-timidina

Tbs beta-L-timidin-3'-fosforotioato

Tf 2’-desoxi-2’-fluoro-5-metiluridin-3’-fosfato, 2’-desoxi-2’-fluoro-5-metiluridin-3’-fosfato o 2’-
desoxi-2’-fluoro-5-metiluridina

Tfs 2’-desoxi-2’-fluoro-5-metiluridin-3’-fosforotioato

Ts 5-metiluridin-3’-fosforotioato

U uridin-3’-fosfato, uridin-5’-fosfato o uridina

Ub beta-L-uridin-3'-fosfato, beta-L-uridin-5'-fosfato o beta-L-uridina

Ubs beta-L-uridin-3'-fosforotioato

Uf 2’-desoxi-2’-fluorouridin-3’-fosfato, 2’-desoxi-2’-fluorouridina o 2’-desoxi-2’-fluorouridin-3’-
fosfato

Ufs 2’-desoxi-2’-fluorouridin -3’-fosforotioato

(Uhd) 2'-0-hexadeciluridin-3'-fosfato, 2’-O-hexadeciluridin-6’-fosfato o 2’-O-hexadeciluridina

(Uhds) 2'-O-hexadeciluridin-3'-fosforotioato

Us uridin-3’-fosforotioato

N cualquier nucleétido (G, A, C, To U)

a 2'-O-metiladenosin-3’-fosfato, 2’-O-metiladenosin-5-fosfato o 2’-O-metiladenosina

as 2'-O-metiladenosin-3'-fosforotioato

c 2'-O-metilcitidin-3’-fosfato, 2’-O-metilcitidin-5’-fosfato o 2’-O-metilcitidina

cs 2'-O-metilcitidin-3’-fosforotioato

g 2'-O-metilguanosin-3’-fosfato, 2’-O-metilguanosin-5'-fosfato o 2’-O-metilguanosina
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(continuacion)

Abreviacion Nucledtido(s)/Nucledsidos

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

t 2’-O-metil-5-metiluridin-3’-fosfato, 2’-O-metil-5-metiluridin-5’-fosfato o} 2’-O-metil-5-
metiluridina

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

u 2'-O-metiluridin-3’-fosfato, 2’-O-metiluridin-5’-fosfato o 2’-O-metiluridina

us 2'-O-metiluridin-3’-fosforotioato

dA 2'-desoxiadenosin-3'-fosfato, 2'-desoxiadenosin-5'-fosfato o 2’-desoxiadenosina

dAs 2'-desoxiadenosin-3'-fosforotioato

dC 2'-desoxicitidin-3'-fosfato, 2’-desoxicitidin-5’-fosfato o 2’-desoxicitidina

dCs 2'-desoxicitidin-3'-fosforotioato

dG 2'-desoxiguanosin-3'-fosfato, 2’-desoxiguanosin-5’-fosfato 0 2’-desoxiguanosina

dGs 2'-desoxiguanosin-3'-fosforotioato o 2’-desoxiguanosina

dT 2’-desoxitimidin-3’-fosfato, 2’-desoxitimidin-5’-fosfato o 2'-desoxitimidina

dTs 2'-desoxitimidin-3'-fosforotioato

du 2’-desoxiuridin-3’-fosfato, 2’-desoxiuridin-5’-fosfato o 2'-desoxiuridina

S conector de tipo fosforotioato

L96' N-[tris(GalNAc-alquil)amidodecanoil)]-4-hidroxiprolinol Hyp(GalNAc-quilo)s

(Aeo) 2’-O-metoxietiladenosin-3’-fosfato, 2’-O-metoxietiladenosin-5’-fosfato o} 2’-0-
metoxietiladenosina

(Aeos) 2’-O-metoxietiladenosin-3’-fosforotioato

(Ceo) 2’-O-metoxietilcitidin-3'-fosfato, 2’-O-metoxietilcitidin-5’-fosfato o 2’-O-metoxietilcitidina

(Ceos) 2’-O-metoxietilcitidin-3’-fosforotioato

(Geo) 2’-O-metoxietilguanosin-3’-fosfato, 2’-O-metoxietilguanosin-5’-fosfato o} 2’-0-
metoxietilguanosina

(Geos) 2’-O-metoxietilguanosin-3’-fosforotioato

(Teo) 2’-O-metoxietil-5-metiluridin-3’-fosfato,  2’-O-metoxietil-5’-metiluridin-5'-fosfato o 2-O-
metoxietil-5-metiluridina

(Teos) 2’-O-metoxietil-5-metiluridin-3'- fosforotioato

(m5Ceo0) 2’-O-metoxietil-5-metilcitidin-3’-fosfato,  2’-O-metoxietil-5-metilcitidin-5"-fosfato o 2’-O-
metoxietil-5-metilcitidina

(m5Ceos) 2’-O-metoxietil-5-metilcitidin-3’-fosforotioato

(Agn) 1-(2,3-dihidroxipropil)adenin-2-fosfato, 1-(2,3-dihidroxipropil)adenin-3-fosfato o 1-(2,3-
dihidroxipropil)adenina

(Agns) 1-(2,3-dihidroxipropil)adenin-2-fosforotioato

(Cgn) 1-(2,3-dihidroxipropil)citosin-2-fosfato,  1-(2,3-dihidroxipropil)citosin-3-fosfato o 1-(2,3-
dihidroxipropil)citosina

(Cgns) 1-(2,3-dihidroxipropil)citosin-2-fosforotioato

(Ggn) 1-(2,3-dihidroxipropil)guanin-2-fosfato, 1-(2,3-dihidroxipropil)guanin-3-fosfato o 1-(2,3-
dihidroxipropil)guanina

(Ggns) 1-(2,3-dihidroxipropil)guanin-2-fosforotioato

(Tgn) 1-(2,3-dihidroxipropil)timin-2-fosfato, 1-(2,3-dihidroxipropil)timin-3-fosfato o 1-(2,3-
dihidroxipropil)timina

(Tgns) 1-(2,3-dihidroxipropil)timin-2-fosforotioato

(Ugn) 1-(2,3-dihidroxipropil)uracil-2-fosfato,  1-(2,3-dihidroxipropil)uracil-3-fosfato o  1-(2,3-
dihidroxipropil)timina

(Ugns) 1-(2,3-dihidroxipropil)uracil-2-fosforotioato

La estructura quimica de L96 es la siguiente:
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Ejemplo 2. Diseio y sintesis de ARNip de ALAS1

Métodos experimentales

Bioinformatica
Transcritos

Se llevé a cabo un disefio de ARNip para identificar ARNip que tuvieran como diana transcritos de ALAS1 humanos,
de rhesus (Macaca mulatta), raton y rata registrados en la base de datos de genes del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). El disefo utilizé los siguientes transcritos de la coleccién de RefSeq del NCBI:
Humano - NM_000688.4 (remitase a la FIG.3), NM_199166.1; de rhesus - XM_001090440.2, XM_001090675.2; de
raton - NM_020559.2; de rata - NM_024484.2. Debido a la elevada divergencia de las secuencias de primate/roedor,
los duplex de ARNip se disefiaron en varios lotes separados, que incluyeron, sin caracter limitante, lotes que
contenian duplex que coincidian con transcritos humanos y de rhesus Unicamente; transcritos humanos, de rhesus,
raton y rata Unicamente; y transcritos de ratén y rata unicamente. La mayoria de los duplex de ARNip se disefiaron
de modo que compartieran una identidad del 100% con el transcrito humano enumerado y los transcritos de otras
especies considerados en cada lote de disefio (anterior). En algunos casos (remitase a la Tabla 8), se permitieron
apareamientos erroneos entre el duplex y la diana de ARNm en la primera posicién antisentido (la Gltima posicién
sentido) cuando el par de bases complementario de la hebra antisentido:ARNm diana era un par GC o CG. En estos
casos, los duplex se designaron con pares UA o AU en el primer par antisentido:ultimo par sentido. De este modo,
los duplex conservaron la complementariedad pero tenian apareamientos erréneos respecto a la diana (U:C, U:G,
A:C o A:G). Dieciocho de estos duplex de "intercambio de UA" fueron designados como parte del conjunto
humano/rhesus/raton/rata (remitase a los duplex en la Tabla 8 con las marcas “C19U”, “G19U”, “C19A” 0 “G19A” en
la columna de la Posicién).

Diseio, especificidad y prediccién de la eficacia de los ARNip

Se pronosticd la especificidad prevista para todos los nonadecameros posibles a partir de cada secuencia. A
continuacion, se seleccionaron los nonadecameros candidatos que carecian de repeticiones de mas de 7
nucledtidos. Estos 1510 ARNip candidatos humanos/de rhesus, 114 humanos/de rhesus/raton/rata, y 717 de
raton/rata se utilizaron en busquedas exhaustivas frente a transcriptomas adecuados (definidos como el conjunto de
registros NM_ y XM_ dentro de los conjuntos de Refseq del NCBI para humanos, rhesus, perros, ratones o ratas)
utilizando un algoritmo exhaustivo de "fuerza bruta" implementado en el script Python ‘BruteForce.py’. A
continuacion, el script analizé las alineaciones de transcrito-oligo para generar una puntuacion basada en la posicién
y el nimero de apareamientos erréneos entre el ARNip y cualquier transcrito "alejado de la diana" potencial. La
puntuacion alejada de la diana se pondera para enfatizar las diferencias en la regién "semilla" de los ARNip, en las
posiciones 2-9 partiendo del extremo 5' de la molécula. A cada par de oligo-transcrito de la basqueda de fuerza bruta
se le otorgd una puntuacién de apareamientos erroneos sumando las puntuaciones de apareamientos erroneos
individuales; los apareamientos erroneos en las posiciones 2-9 se contaron como 2.8, los apareamientos erréneos
en las posiciones de los sitios de escision 10-11 se contaron como 1.2 y los apareamientos erréneos en la regién 12-
19 se contaron como 1.0. Se realiz6 una prediccién alejada de la diana adicional comparando la frecuencia de los
heptameros y octémeros derivados de 3 hexameros diferentes derivados de la region semilla de cada oligo. Los
hexameros de las posiciones 2-7 con relacién al inicio 5' se utilizan para crear 2 heptameros y un octomero. Hemos
creado el "heptamero 1" afiadiendo una A 3' al hexamero; hemos creado el heptamero 2 afiadiendo una A 5' al
hexamero; hemos creado el octémero afadiendo una A a ambos extremos 5' y 3' del hexamero. Se precalcul6 la
frecuencia de los octomeros y heptadmeros en 3'UTRome humana, de rhesus, raton o rata (que se define como la
subsecuencia del transcriptoma de la base de datos de Refseq del NCBI en la que el extremo de la region
codificante, la "CDS", esta claramente definido). La frecuencia de los octomeros se normalizd respecto a la
frecuencia de los heptameros utilizando el valor mediano de la gama de frecuencias de los octdomeros. A
continuacion, se calculdé una puntuacion "mirSeedScore" calculando la suma de ((3 X recuento de octdbmeros
normalizado) + (2 X recuento del heptamero 2) + (1 X recuento del heptamero 1)).
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Ambas hebras de ARNip fueron asignadas a una categoria de especificidad de acuerdo con las puntuaciones
calculadas: una puntuacion por encima de 3 se califica como altamente especifica, igual a 3 como especifica y entre
2.2 y 2.8 como moderadamente especifica. Realizamos la clasificacién segin la especificidad de la hebra
antisentido. A continuacioén, seleccionamos dlplex cuyos oligos antisentido carecian de GC en la primera posicién,
carecian de G en las posiciones 13 y 14 y tenian 3 0 mas Us o As en la regién semilla (caracteristicas de diplex con
una eficacia prevista elevada).

Se disefaron duplex conjugados con GalNAc candidatos, con una longitud de 21 y 23 nucleétidos para las hebras
sentido y antisentido, respectivamente, extendiendo nonadecameros antisentido 4 nucledtidos adicionales en la
direccion 3' (conservando una complementariedad perfecta con el transcrito diana). Se especificd la hebra sentido
como el complemento inverso de los primeros 21 nuclettidos del tricosamero antisentido. Se seleccionaron los
diplex que conservaron apareamientos perfectos para todos los transcritos de las especies seleccionadas en los 23
nucleétidos.

Seleccion de las secuencias de ARNip

Se sintetizaron oligos nonadecaméricos de ARNip humanos/de rhesus derivados de un total de 90 hebras sentido y
90 hebras antisentido, humanos/de rhesus/ratén/ratén/rata derivados de 40 hebras sentido y 40 hebras antisentido, y
de ratén/rata derivados de 40 hebras sentido y 40 hebras antisentido y se utilizaron para formar los duplex. Se
sintetizaron oligos henicosaméricos/tricosaméricos humanos/de rhesus derivados de un total de 45 hebras sentido y
45 hebras antisentido para proporcionar 45 duplex conjugados con GalNAc.

Las secuencias de las hebras sentido y antisentido de los duplex modificados se muestran en la Tabla 2 y las
secuencias de las hebras sentido y antisentido de los duplex no modificados se muestran en la Tabla 3.

Sintesis de secuencias de ALAS1

Se sintetizaron secuencias de ALAS1 en un sintetizador MerMade 192 a escala de 1 o 0.2 pmol. Se prepararon
hebras individuales con modificaciones de tipo 2’0O-metilo para realizar un cribado in vitro utilizando reactivos de
transfeccion. Se prepararon conjugados 3’ GalNAc con secuencias que contenian modificaciones de tipo 2'F y 2’-O-
metilo en la hebra sentido en los disefios henicosaméricos/tricosaméricos para la captacion libre en células. Para
todas las secuencias henicosaméricas de la lista, se aplicé una quimica "endolight" segun se detalla a continuacion.

. Todas las pirimidinas (citosina y uridina) de la hebra sentido contenian bases con modificaciones de tipo 2’-O-
metilo (C con modificacién 2’-O-metilo y U con modificacion 2’-O).

. En la hebra antisentido, las pirimidinas adyacentes (hacia la posicion 5') a un ribonucleésido A se reemplazaron
por sus correspondientes nucledsidos con modificaciones 2-O-metilo.

. Se introdujo una extension de dos bases dTsdT en el extremo 3’ de ambas secuencias sentido y antisentido.

. El archivo de las secuencias se convirtié en un archivo de texto con el fin de que fuera compatible para cargarlo
en el programa informatico de sintesis MerMade 192.

Para las hebras sentido conjugadas con GalNAc y las secuencias antisentido complementarias, se introdujeron
nucledsidos con modificaciones 2'F y con otras modificaciones combinados con ribo con nucledsidos de
modificaciones 2'O-metilo. La sintesis se llevd a cabo en un soporte CPG modificado con GalNAc para la hebra
sentido y CPG modificado con un soporte universal para la secuencia antisentido.

Sintesis, escisién y desproteccién:

La sintesis de las secuencias de ALAS1 fue una sintesis de oligonucleétidos en soporte sélido basada en la quimica
de los fosforamiditos. Para las secuencias "endolight" henicosaméricas, se utilizé desoxitimidina-CPG como soporte
solido, mientras que para los conjugados de GalNAc, se utilizd un soporte solido de GalNAc para la hebra sentido y
CPG universal para la hebra antisentido.

La sintesis de las secuencias anteriores se llevd a cabo a escala de 1 0 0.2 um en placas de 96 pocillos. Las
soluciones de los amiditos se prepararon con una concentracién de 0.1 M y se utilizd etiltiotetrazol (0.6 M en
acetonitrilo) como activador.

Las secuencias sintetizadas se escindieron y desprotegieron en placas de 96 pocillos, utilizando metilamina en el
primer paso y un reactivo de fluoruro en el segundo paso. Para las secuencias que contenian GalNAc y nucledsidos
con modificaciones 2'F, se modificaron las condiciones de desproteccion. Después de la escisién y desproteccion de
las secuencias, se provoco su precipitacion utilizando una mezcla de acetona:etanol (80:20) y el pellet se suspendio
de nuevo en un tampdn de acetato de sodio 0.2 M. Las muestras de cada secuencia se analizaron mediante LC-MS
para confirmar su identidad y mediante UV para cuantificarlas, y un conjunto de muestras seleccionadas se analizé
mediante cromatografia de intercambio i6nico para determinar su pureza.

Purificacién y eliminacién de las sales:
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Se provocoé la precipitacion de las secuencias de ALAS1 y estas se purificaron en un sistema purificador AKTA
utilizando una columna Sephadex. El ALAS1ess se llevd a cabo a temperatura ambiente. La inyeccién y la
recoleccion de las muestras se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos (pocillos con una profundidad de 1.8 mL). En
el eluyente se recolectdé un Unico pico correspondiente a la secuencia de longitud completa. Las secuencias de
ALAS1, una vez eliminadas las sales, se analizaron para determinar su concentracion (mediante una medicién de
UV a A260) y pureza (mediante HPLC de intercambio idnico). A continuacion, las hebras individuales
complementarias se combinaron con una relacién estequiométrica 1:1 para formar los duplex de ARNip.
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Ejemplo 3. Cribado in vitro de los duplex de ARNip de ALAS1 para determinar la actividad de desactivacion
de ALAS1

Los duplex de ARNip de ALAS1 se cribaron con el fin de determinar su capacidad para desactivar la expresion de
ALAST1 in vitro.

Cribado in vitro

Cultivos celulares y transfecciones

Se cultivaron células Hep3B (ATCC, Manassas, VA) hasta casi llegar a la confluencia a 37 °C en una atmoésfera de
un 5% de CO2 en MEM (ATCC) suplementada con un 10% de FBS, antes de liberarlas de la placa mediante
tripsinizacion. La transfeccién se llevo a cabo afadiendo 14.8 ul de Opti-MEM mas 0.2 pl de Lipofectamine RNAiMax
por pocillo (Invitrogen, Carlsbad CA, N.? de catdlogo 13778-150) a 5 pl de los duplex de ARNip por pocillo en una
placa de 96 pocillos y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién, se afadieron 80 pl de
medio de cultivo completo que contenian ~2 x 10* células Hep3B a la mezcla de ARNip. Las células se incubaron
durante 24 o 120 horas antes de la purificacion del ARN. Se llevaron a cabo experimentos de dosis individuales para
una concentracion final del diplex de 10 nM y 0.1n M y se llevaron a cabo experimentos de dosis-respuesta para
una concentracion final del duplex de 10, 1.67, 0.27, 0.046, 0.0077, 0.0013, 0.00021 y 0.00004 nM.

Aislamiento de ARN total utilizando el kit de aislamiento de ARNm DYNABEADS (Invitrogen, componente N.2: 610-
12)

Las células se recolectaron y lisaron en 150 pl de tampdn de lisis/unidn, a continuacion se mezclaron durante 5
minutos a 850 rpm utilizando un instrumento Eppendorf Thermomixer (la velocidad de mezclado fue la misma a lo
largo de todo el proceso). Se anadieron diez microlitros de microesferas magnéticas y 80 pl de mezcla de tampdn de
lisis/unién a una placa de fondo redondo y se mezclaron durante 1 minuto. Las microesferas magnéticas se
capturaron utilizando un soporte magnético y se retiré el sobrenadante sin que se alteraran las microesferas.
Después de retirar el sobrenadante, las células lisadas se afiadieron a las microesferas remanentes y se mezclaron
durante 5 minutos. Después de retirar el sobrenadante, las microesferas magnéticas se lavaron 2 veces con 150 pl
de tampon de lavado A y se mezclaron durante 1 minuto. Las microesferas se capturaron nuevamente y se retiré el
sobrenadante. A continuacion, las microesferas se lavaron con 150 pl de tampdn de lavado B, se capturaron y se
retird el sobrenadante. A continuacion, las microesferas se lavaron con 150 pl de tamp6n de elucién, se capturaron y
se retir6 el sobrenadante. Se permitié que las microesferas se secaran durante 2 minutos. Después del secado, se
afadieron 50 pl de tampon de elucion y se mezclaron durante 5 minutos a 70 °C. Las microesferas se capturaron
con un iman durante 5 minutos. Se retiraron 40 pl de sobrenadante y se afiadieron a otra placa de 96 pocillos.

Sintesis de ADNc utilizando el kit de transcripcién inversa de ADNc de alta capacidad de ABI (Applied Biosystems,
Foster City, CA, N.2 de catalogo 4368813)

Una mezcla patron de 2 pl de 10X tampdn, 0.8 pl de 25X dNTPs, 2 pl de cebadores aleatorios, 1 pl de transcriptasa
inversa, 1 ul de inhibidor de RNasa y 3.2 pl de H20 por reaccion se afnadi6é a 10 pl de ARN total. Se generé ADNc
utilizando un ciclador térmico Bio-Rad C-1000 o S-1000 (Hercules, CA) mediante los pasos siguientes: 25 °C 10 min,
37 °C 120 min, 85 °C 5 s y se mantiene a 4 °C.

PCR a tiempo real

Se anadieron 2 ul de ADNc a una mezcla patrén que contenia 0.5 pl de una sonda TagMan de GAPDH (Applied
Biosystems, N.° de catalogo 4326317E), 0.5 ul de una sonda TagMan de ALAS1 (Applied Biosystems, N.? de
catalogo Hs00167441_m1) y 5 pl de una mezcla patrén para una sonda Lightcycler 480 (Roche, N.? de catélogo
04887301001) por pocillo en una placa de 384 pocillos (Roche, N.° de catalogo 04887301001). Se llevé a cabo una
PCR a tiempo real en un sistema de PCR a tiempo real Roche LC480 (Roche) utilizando el ensayo de AACt(RQ).
Cada duplex se evalué en dos transfecciones independientes con dos réplicas biolégicas para cada uno de ellos, y
cada transfeccion se evalué por duplicado, a menos que se indique de otro modo en las tablas de resumen.

Para calcular el factor de cambio relativo, los datos a tiempo real se analizaron utilizando el método de AACt y se
normalizaron respecto a los ensayos realizados con células transfectadas con AD-1955 10 nM o células
transfectadas con vector vacio. Los valores de Clso se calcularon utilizando un modelo de ajuste de 4 parametros
empleando XLFit y se normalizaron respecto a células transfectadas con AD-1955 o células virgenes para el mismo
intervalo de dosis, o respecto a su propia dosis mas baja.

Desactivacién in vitro de la expresién de ALAS1 enddgeno mediante los duplex de ARNip de ALAS1

La Tabla 4 ilustra la desactivacion de ALAS1 en células Hep3B mediante los duplex de ARNip modificados para
ALAS1 (remitase a la Tabla 2). El silenciamiento se expresa como la fraccion de mensaje de ARN remanente
respecto al ARNip AD-1955 que actia como control negativo (luciferasa). Los datos se generaron segln se ha
descrito anteriormente tras la transfeccion de una concentracién 10 nM o 0.1 nM de cada ARNip. La qPCR se llevé a
cabo utilizando la sonda TagMan de ALAS1 Hs00167441_m1.
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Tabla 4: Expresion de ALAS1 en células Hep3B tras la transfeccidn con ARNip de ALAS1

ID del duplex 10 nM, media 0.1 nM, media 10 nM, desv. est. 0.1 nM, desv. est.
AD-55078.2 0.7 0.87 0.001 0.089
AD-55084.2 0.08 0.3 0 0.04
AD-55090.2 0.06 0.08 0.002 0.003
AD-55096.2 0.61 0.92 0.171 0.34
AD-55102.2 0.63 0.62 0.005 0.069
AD-55106.2 0.07 0.08 0.004 0.027
AD-55111.2 0.06 0.23 0.013 0.062
AD-55073.2 0.21 0.4 0.018 0.061
AD-55079.2 0.17 0.43 0.033 0.089
AD-55085.2 0.13 0.21 0.011 0.019
AD-55091.2 0.27 0.55 0.033 0.009
AD-55097.2 0.31 0.38 0.051 0.059
AD-55103.2 0.05 0.11 0.017 0.006
AD-55107.2 0.12 0.24 0.007 0.008
AD-55112.2 0.15 0.2 0.036 0.025
AD-55074.2 0.16 0.45 0.008 0.002
AD-55080.2 0.79 0.99 0.095 0.304
AD-55086.2 0.09 0.22 0.005 0.035
AD-55098.2 0.25 0.51 0.03 0.07
AD-55104.2 0.06 0.1 0.017 0.001
AD-55108.2 0.47 0.65 0.03 0.015
AD-55113.2 0.38 0.62 0.068 0.039
AD-55075.2 0.12 0.28 0.007 0.051
AD-55081.2 0.21 0.51 0.036 0.066
AD-55087.2 0.1 0.19 0.017 0.02
AD-55093.2 0.24 0.56 0.029 0.053
AD-55099.2 0.05 0.18 0.001 0.038
AD-53573.3 0.67 1.07 0.16 0.153
AD-55109.2 0.07 0.23 0.006 0.052
AD-55114.2 0.08 0.16 0.004 0.017
AD-55076.2 0.05 0.14 0.007 0.035
AD-55082.2 0.08 0.3 0.019 0.016
AD-55088.2 0.06 0.12 0.008 0.02
AD-55094.2 0.06 0.18 0.005 0.023
AD-55100.2 0.45 0.83 0.02 0.05
AD-55105.2 0.02 0.05 0.005 0.004
AD-55110.2 0.15 0.19 0.031 0.016
AD-55115.2 0.35 0.58 0.045 0.052
AD-55077.2 0.14 0.14 0.006 0.019
AD-55083.2 0.56 0.98 0.24 0.188
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(continuacion)

ID del duplex 10 nM, media 0.1 nM, media 10 nM, desv. est. 0.1 nM, desv. est.
AD-55089.2 0.62 0.79 0.036 0.094
AD-55095.2 0.59 0.92 0.12 0.079
AD-55101.2 0.71 0.97 0.074 0.097
AD-1955 1.00 1.01 0.03 0.04
AD-53511.1 0.84 1.08 0.028 0.0515
AD-53512.1 0.15 0.65 0.062 0.023
AD-53513.1 0.34 0.86 0.055 0.011
AD-53514.1 0.12 0.61 0.003 0.008
AD-53515.1 0.25 0.66 0.005 0.004
AD-53516.1 1.05 1.02 0.032 0.011
AD-53517.1 0.145 0.725 0.025 0.0155
AD-53518.1 0.72 0.85 0.045 0.028
AD-53519.1 0.18 0.66 0.061 0.004
AD-53520.1 0.18 0.9 0.041 0.001
AD-53521.1 0.97 1.07 0.01 0.003
AD-53522.1 0.87 1.1 0.065 0.112
AD-53523.1 0.48 0.96 0.0305 0.0255
AD-53524.1 0.11 0.66 0.02 0.006
AD-53525.1 0.71 1.03 0.016 0.01
AD-53526.1 0.23 0.85 0.075 0.01
AD-53527.1 0.25 0.83 0.015 0.017
AD-53528.1 0.44 0.93 0.037 0.006
AD-53529.1 0.185 0.73 0.015 0.014
AD-53530.1 0.1 0.62 0.02 0.003
AD-53531.1 0.48 0.93 0.019 0.045
AD-53532.1 0.06 0.17 0 0.003
AD-53533.1 0.36 0.93 0.025 0.034
AD-53534.1 0.1 0.36 0.014 0.012
AD-53535.1 0.58 1.05 0.036 0.071
AD-53536.1 0.12 0.45 0.009 0.026
AD-53537.1 0.73 0.96 0.101 0.015
AD-53538.1 0.74 1.07 0 0.046
AD-53539.1 0.52 0.97 0.057 0.032
AD-53540.1 0.1 0.47 0.017 0.012
AD-53541.1 0.11 0.29 0.026 0.015
AD-53542.1 0.08 0.23 0.008 0.006
AD-53543.1 0.62 1.01 0.027 0.014
AD-53544.1 08 1.04 0.002 0.001
AD-53545.1 0.17 0.73 0.007 0.007
AD-53546.1 0.27 0.93 0.058 0.019
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(continuacion)

ID del duplex 10 nM, media 0.1 nM, media 10 nM, desv. est. 0.1 nM, desv. est.
AD-53547.1 0.12 0.28 0.008 0.01
AD-53548.1 0.1 0.34 0.022 0.002
AD-53549.1 0.8 1.04 0.011 0.026
AD-53550.1 0.05 0.54 0.02 0.003
AD-53551.1 0.96 1.16 0.029 0.044
AD-53552.1 0.13 0.5 0.002 0.009
AD-53553.1 0.92 1.1 0.027 0.02
AD-53554.1 0.76 0.67 0.005 0.004
AD-53555.1 0.11 0.53 0.009 0.007
AD-53561.1 0.72 0.94 0.014 0.001
AD-53567.1 0.16 0.66 0.019 0.003
AD-53573.1 1.06 1.10 0.019 0.037
AD-53579.1 0.19 0.76 0.036 0.019

Valores de Clso de los duplex de ARNip de ALAS1 seleccionados en un cribado in vitro

La Tabla 5 ilustra los valores de CI50 de los duplex de ARNip de ALAS1 seleccionados determinados a partir de la
desactivacion de ALAS1 expresado de forma enddgena en la linea celular Hep3B, mediante diplex de ARNip
modificados para ALAS1 (remitase a la Tabla 2). Los datos se generaron como se ha descrito anteriormente, 24 o
120 horas después de la transfeccién de cada diplex de ARNip. En este ejemplo, el silenciamiento de ALAS1 se
expresa como la fraccién de mensaje de ARNm remanente respecto al ARNip AD-1955, un ARNip que no actua
sobre la diana y que se utiliza como control negativo. Los datos de experimentos de transfeccion replicados se
utilizaron para ajustar una unica linea con el fin de determinar la CI50. Varios duplex (p. ej., AD-53541.1, AD-
53542.1 y AD-53547.1) presentaron una CI50 de tan solo aproximadamente 0.03 nM a las 24 horas. Numerosos
diplex presentaron una CI50 inferior a 0.1 nM (p. ej., AD-53534.1, AD-53536.1, AD-53540.1, AD-53541.1, AD-
53542.1, AD-53547.1, AD-53548.1, AD-53550.1, AD-53552.1) a las 24 horas y algunos de estos también
presentaron una CI50 inferior a 0.1 nM (p. ej., AD-53534.1, AD-53540.1, AD-53541.1, AD-53542.1, AD-53547.1, AD-
53552.1) a las 120 horas.

Tabla 5: Valores de Clso de los duplex de ARNip de ALAS1 normalizados respecto a AD-1955

Clso (nM)
ID DEL DUPLEX 24 h 120 h
AD-53534.1 0.045 0.076
AD-53536.1 0.049 0.105
AD-53540.1 0.054 0.077
AD-53541.1 0.032 0.062
AD-53542.1 0.028 0.093
AD-53547 1 0.03 0.062
AD-53548.1 0.044 0.101
AD-53550.1 0.085 0.152
AD-53552.1 0.077 0.063
AD-53567.1 0.219 0.357
AD-53579.1 0.217 0.566

Ejemplo 4. Silenciamiento in vivo utilizando un ARNip de ALAS1 de raton/rata formulado como un LNP

En la Tabla 6 a continuaciéon se muestran las secuencias del duplex modificado AD-53558.
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Este duplex se formulé como una formulacion LNP11 (remitase a la Tabla 10 mostrada anteriormente). EI ARNip
AD-53558 formulado en LNP se evalu6 in vivo en ratones (N = 25 animales; 5 animales por grupo) y ratas (N = 20
animales; 4 animales por grupo) y se confirm6 que silenciaba el ARNm de ALAS1 in vivo. Los resultados se
muestran en la FIG. 5y la FIG. 6.

La FIG. 5 muestra que el ARNip presenté un efecto de dosis-respuesta en ratones. La expresién de ARNm de
ALAS1 de ratén (ALAS1r) se redujo aproximadamente un 78% cuando el ARNip se administré con una dosis de 1
mg/kg; el ARNm de ALAS1 de ratdn se redujo aproximadamente un 60% cuando el ARNip se administrdé con una
dosis de 0.3 mg/kg; y el ARNm de ALAS1 de ratdén se redujo aproximadamente un 49% cuando el ARNip se
administrdé con una dosis de 0.1 mg/kg. Estas reducciones se expresan respecto a un control de PBS. También se
empleo un control de LUC AD-1955, segun se muestra en la FIG. 5.

De modo similar, la FIG. 6 muestra que el ARNip present6é un efecto de dosis-respuesta en ratas. La expresion de
ARN de ALAS1 se redujo aproximadamente un 70% cuando el ARNip se administré6 con una dosis de 1 mg/kg; el
ARNm de ALAS1 se redujo aproximadamente un 62% cuando el ARNip se administré con una dosis de 0.3 mg/kg; y
el ARNm de ALAS1 se redujo aproximadamente un 34% cuando el ARNip se administré con una dosis de 0.1 mg/kg.

También se evalu6 la durabilidad del silenciamiento en ratones (N = 15; 3 animales por punto de evaluacion). Los
resultados se muestran en la FIG. 7, la cual muestra que AD-53558 suprimi6 el ARNm de ALAS1r aproximadamente
un 80% durante al menos 9 dias. Una supresion de al menos aproximadamente un 50% perdur6 durante al menos
14 dias.

Ejemplo 5. Eficacia del ARNip de ALAS1 en un modelo animal de AIP

Se investigaron los efectos de la formulacién LNP11 de AD-53558 (un ARNip de ALAS1 de raton/rata descrito en el
ejemplo previo) en un modelo de ratén de AIP. La desactivacion de PBGD no es viable (-/-, 0% de actividad). Existen
ratones heterozigéticos con desactivacion de PBGD (+/-, ~50% de actividad), pero no se dispone de su fenotipo
bioquimico completo y, por lo tanto, no reproducen el fenotipo humano de la enfermedad. Por lo tanto, se ha
desarrollado un modelo de raton de AIP que es un caso heterozigético compuesto con alelos T1/T2, que incluye la
disrupcion del promotor de T1 (+/-) y la alteracion del sitio de corte y empalme de T2 (-/-). Se ha observado que
estos ratones presentan una actividad de PBGD residual hepética que es aproximadamente un 30% del nivel de
origen natural o presentan niveles de ALA y PBG en plasma de referencia ligeramente elevados o normales. Se ha
observado que los ratones parecen normales en estadios iniciales de su vida y se vuelven ligeramente mas lentos y
ataxicos con la edad. Se ha descrito que, cuando los ratones tienen una edad de seis meses, desarrollan una
coordinacion motriz y un rendimiento muscular deteriorados, asi como también una degeneracién axonal cuando se
someten a un examen patologico. La investigacién de la patologia del modelo de ratén ha mostrado degeneracién
axonal, asi como coordinacién motriz y rendimiento muscular deteriorados en ratones de edad mas avanzada. Se ha
observado que ALA y PBG en plasma y orina aumentan notablemente con la administracién i.p. en serie de
fenobarbital (remitase a Lindberg et al., (1996), Nature Genetics, 12:195-219 y Lindberg et al., (1999), Journal of
Clinical Investigation, 103:1127-34). Los ratones se rescataron mediante la expresién mediada por AAV de PBGD en
el higado (Yasuda et al. (2010), Molecular Medicine, 1:17-22 y Unzu et al. (2011), Molecular Medicine, 2:243-50).

El dia 1, se administré a los ratones 1 mg/kg de ARNip de ALAS1 (n = 5) o el control AD-1955 de LUC (n = 3)
mediante inyeccion i.v. Se suministraron tres inyecciones de fenobarbital (1 inyeccion por dia en los dias 2, 3 y 4)
para inducir ALAS1 hepatico y los precursores de porfirinas, ALA y PBG. Se tomaron muestras de orina durante la
noche y de plasma en el dia 5 y se midieron los niveles de metabolitos mediante LC-MS. Los niveles de metabolitos
se midieron en plasma mediante LC-MS y también se midieron en la orina. Se midieron los niveles de referencia de
los metabolitos antes del primer tratamiento el dia 1. Los resultados se muestran en las FIG. 8-12 y en las Tablas 12
y 13.

La FIG. 8 y la FIG. 9 muestran los niveles de ALA en plasma en uM. Los niveles de ALA de referencia fueron bajos
(n = 4) y el tratamiento con fenobarbital indujo incrementos significativos en los niveles de ALA en plasma en los
animales tratados con ARNip de LUC como control (n = 3). El tratamiento con ARNip de ALAS1 inhibié la induccién
de ALA en plasma (n = 5), segin se muestra en la FIG. 8. El ARNip de ALAS1 fue uniformemente eficaz a la hora de
bloquear la induccion de ALA en plasma en cada uno de los animales individuales estudiados (remitase a la FIG. 9).
Estos resultados indican que el tratamiento con ARNip de ALAS1 fue eficaz a la hora de prevenir los incrementos de
ALA en plasma asociados con los ataques agudos inducidos por fenobarbital en este modelo animal de AIP.

La FIG. 10 y la FIG. 11 muestran los niveles de PBG en plasma en puM. Los niveles de PBG de referencia fueron
bajos (n = 4) y el tratamiento con fenobarbital indujo incrementos significativos en los niveles de PBG en plasma en
los animales tratados con ARNip de LUC como control (n = 3). El tratamiento con ARNip de ALAS1 inhibié la
induccion de PBG en plasma (n = 5), segin se muestra en la FIG. 10. El ARNip de ALAS1 fue uniformemente eficaz
a la hora de bloquear la induccion de PBG en plasma en cada uno de los animales individuales estudiados (remitase
a la FIG. 11). Estos resultados indican que el tratamiento con ARNip de ALAS1 fue eficaz a la hora de prevenir los
incrementos de PBG en plasma asociados con los ataques agudos inducidos por fenobarbital en este modelo animal
de AIP.
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Las Tablas 12 y 13 muestran los niveles de ALA y PBG en orina en el punto de referencia y después del tratamiento
con fenobarbital en animales tratados con ARNip de LUC (n = 2), control (CTR, que se refiere a un animal tratado
con tampo6n de PBS, n = 1) y ARNip de ALAS1 (n = 5).

Tabla 12: Datos en orina de animales individuales que muestran la prevenciéon de un ataque agudo inducido

ID del raton ALA PBG Creatinina| ALA (micro M/mg | PBG (micro M/mg | ARNip PB
(microM/L) | (microM/L) | (mg/dL) | de creatinina) de creatinina)
Ha-17-4-6 29.7 7.9 Referencia | -
Ha-19-5-4/2 15.7 5.1 Referencia | -
Ha-20-39-4/3 28.6 6.7 Referencia | -
Ha-20-38-4 21.4 4.7 Referencia | -
Ha-21-33-4 934.92 483.71 0.4205 222.33 115.03 Luc +
Ha-21-36-9 944.08 563.53 0.5055 186.76 111.48 Luc +
Ha-21-18-8 32.88 8.69 0.133 24.72 6.53 ALAST; +
1 mg/kg
Ha-21-33-7 83.07 23.28 0.426 19.50 5.46 ALAST; +
1 mg/kg
Ha-21-34-5 59.15 18.41 0.263 22.49 7.00 ALAST; +
1 mg/kg
PB se refiere a fenobarbital. Un signo “+” indica que se administr6 fenobarbital.

Tabla 13: Datos medios en orina

Condicion ALA medio PBG medio
(microM/mg de creatinina) (microM/mg de creatinina)
Referencia de AIP | 23.8 6.1
ARNip de Luc 204.55 113.26
ARNip de ALASH 22.24 6.33

El tratamiento con fenobarbital indujo incrementos marcados (incrementos de ~25-30 veces) de ALA en orina (~9
veces por encima de los niveles de referencia) y PBG en orina (~19 veces por encima de los niveles de referencia)
en los ratones tratados con ARNip de LUC, el control, mientras que tales incrementos no se observaron en los
animales tratados con ARNip de ALAS1. Por lo tanto, el ARNip de ALAS1 bloqueé los incrementos inducidos por
fenobarbital de ALA y PBG en orina. Estos resultados son coherentes con las medidas en plasma y muestran que el
tratamiento con ARNip de ALAS1 fue eficaz a la hora de prevenir los incrementos de metabolitos en orina (ALA y
PBG) asociados con los ataques agudos inducidos por fenobarbital en este modelo animal de AlP.

En otros experimentos (FIG. 12), se observd que el tratamiento con fenobarbital indujo grandes incrementos (~25
veces) en la expresiéon de ARNm de ALAS1 en el higado del modelo de ratén. La administracion de ARNip de
ALAS1 bloque6 completamente esta induccion de ARNm de ALAS1. Estos resultados proporcionan mas pruebas de
que el ARNip de ALAS1 es eficaz en un modelo animal de AIP.

En conjunto, los resultados proporcionados en este Ejemplo muestran que el ARNip de ALAS1 fue eficaz a la hora
de ftratar ataques agudos en un modelo animal de la porfiria hepatica aguda AIP. Las medidas de multiples
parametros respaldan esta conclusion, incluidos los niveles de ALA en plasma, los niveles de PBG en plasma, los
niveles de ALA en orina, los niveles de PBG en orina y los niveles de expresién de ARNm de ALAS1 en el higado.

Ejemplo 6. Silenciamiento in vivo utilizando ARNip de ALAS1 de raton conjugado con GalNAc

Los experimentos descritos en este ejemplo investigaron la eficacia in vivo de tres ARNip conjugados con GalNAc
(remitase a la Tabla 7). Estos ARNip se disefiaron y produjeron con métodos tales como los descritos en el Ejemplo
2.
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Los ratones (n = 40; n = 4 por cada condicion experimental) se dividieron en grupos que recibieron PBS o dosis de 3
mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg de ARNip administradas por via subcutanea. Se determiné el nivel de ARNm de
ALAS1r/GAPDHr, respecto al control de PBS, en células hepaticas 72 horas después de la administracion. Los
resultados se muestran en la FIG. 13. No se observé un efecto de dosis-respuesta claro para los ARNip AD-56211 y
AD-56173. Por el contrario, el ARNip de ALAS1 AD-57929 present6 un efecto de dosis-respuesta para la inhibicién
de la expresion de ALAS1r. Estos resultados demuestran que un conjugado de GalNAc de ALAST1 fue eficaz a la
hora de inhibir la expresién de ARNm de ALAS1 in vivoy presenté un efecto de dosis-respuesta.

Ejemplo 7. ARNip humanos

Se disenaron y se produjeron ARNip humanos adicionales segun se ha descrito en el Ejemplo 2. Se seleccionaron
los 45 ARNip mejores en funcion de su eficacia prevista. Las secuencias de estos 45 ARNip se proporcionan en la
Tabla 8 y la Lista de Secuencias adjunta a esta (p. ej., una secuencia sentido correspondiente a una de las
secuencias con numeros impares identificadas como SEQ ID Nos: 391 a 551, y una secuencia antisentido
correspondiente a una de las secuencias con nimeros pares identificadas como SEQ ID Nos: 392 a 552,
respectivamente). La Tabla 8 se describe en la Publicacion Internacional N.2 WO2013/155204A2.

Ejemplo 8. ARNip humanos

Se generaron ARNip humanos nonadecaméricos adicionales. Las secuencias de estos ARNip se proporcionan en la
Tabla 9 y la Lista de Secuencias adjunta a esta (p. ej., una secuencia sentido correspondiente a una de las
secuencias con numeros impares idenficadas como SEQ ID Nos: 553 a 3365, y una secuencia antisentido
correspondiente a una de las secuencias con numeros pares identificadas como SEQ ID Nos: 554 a 3366,
respectivamente). La Tabla 9 se describe en la Publicacion Internacional N.2 WO2013/155204A2. Estos ARNip se
pueden evaluar para determinar su eficacia utilizando métodos descritos en la presente y/o métodos conocidos en la
técnica.

Ejemplo 9. Supresion de precursores de porfirinas utilizando ARNip de ALAS1 en un paradigma de
tratamiento aqudo

Se utilizé el modelo de ratén de AIP (remitase al Ejemplo 5) para investigar si el ARNip de ALAS1 funcionaria en un
paradigma de tratamiento agudo para reducir los niveles ya elevados de ALA y PBG que estarian presentes, por
ejemplo, cuando un paciente humano con porfiria padece un ataque agudo. La administracion del ARNip de la
formulacion LNP11 AD-53558 con una dosis de 1 mg/kg 12 horas después de la ultima dosis de fenobarbital redujo
rapidamente los niveles de ALA y PBG en plasma de ratén, mientras que en los animales tratados con control de
Luc los niveles siguieron subiendo (FIG. 14). Estos resultados indican que el ARNip de ALAS es eficaz a la hora de
tratar un ataque agudo. El ARNip de ALAS1 fue eficaz a la hora de reducir y prevenir incrementos adicionales de los
niveles de ALA y PBG.

Como se puede observar en la FIG. 14, el ARNip de ALAS tuvo un rapido inicio del efecto en la reduccién de los
niveles de ALA y PBG. El inicio del efecto ocurrié en las horas posteriores a la administracion del ARNip. El efecto
del plasma en ALA se pudo observar en las 4 horas posteriores a la administracion del ARNip (remitase a la FIG. 14;
el ARNip se administré 12 horas después de la ultima dosis de fenobarbital, y se puede observar una reduccién en
ALA en plasma respecto al control 16 horas después de la Ultima dosis de fenobarbital). El efecto en PBG en plasma
se pudo observar en las 8 horas siguientes a la administraciéon del ARNip (remitase a la FIG. 14; el ARNip se
administrd 12 horas después de la Ultima dosis de fenobarbital, y se puede observar una reduccién en ALA en
plasma respecto al control 20 horas después de la ultima dosis de fenobarbital).

Ejemplo 10. ARNip que tienen ALAS1 como diana

Se disenaron y produjeron secuencias de ARNip modificadas y no modificadas adicionales que tenian como diana el
ARNip de ALAS1, segun se ha descrito en el Ejemplo 2. Se evalué la actividad in vitro de los duplex modificados
segun se describe a continuacién.

Métodos
Transfeccién mediada por lipidos

Para Hep3B, PMH y hepatocitos de Cynomolgus primarios, la transfeccion se llevd a cabo afadiendo 14.8 pul de
Opti-MEM mas 0.2 ul de Lipofectamine RNAiMax por pocillo (Invitrogen, Carlsbad CA., nimero de catalogo 13778-
150) a 5 ul de cada duplex de ARNip en un pocillo individual en una placa de 96 pocillos. A continuacion, la mezcla
se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuacion, se afadieron 80 pl de medio de cultivo
completo sin antibidtico que contenian el nimero adecuado de células a la mezcla de ARNip. Las células se
incubaron durante 24 horas antes de la purificacion del ARN.

Se llevaron a cabo experimentos de dosis Unica con una concentracion final del duplex de 1 uM, 500 nM, 20 nM, 10
nMy 0.2 nM para GalNAc modificado.
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Transfeccion de captacion libre

Hepatocitos de Cynomolgus primarios conservados criolégicamente (Celsis In Vitro Technologies, M003055-P) se
descongelaron a 37 °C en un bafio de agua inmediatamente antes de su uso y se suspendieron de nuevo con una
concentracion de 0.26x10° células/ml en medio InVitroGRO CP (para placas) (Celsis In Vitro Technologies, nimero
de catalogo Z99029). Durante las transfecciones, las células se colocaron en una placa de colageno de 96 pocillos
BD BioCoat (BD, 356407) con una concentraciéon de 25 000 células por pocillo y se incubaron a 37 °C en una
atmoésfera de un 5% de COq. Se realizaron experimentos de captacion libre afiadiendo 10 pl de duplex de ARNip en
PBS por pocillo en una placa de 96 pocillos (96p). A continuacion, se afadieron 90 pl de medio de cultivo completo
que contenia el nimero adecuado de células para el tipo celular al ARNip. Las células se incubaron durante 24
horas antes de la purificacion del ARN. Se llevaron a cabo experimentos de dosis Unica con una concentracion final
del duplex de 1 uM, 500 nM, 20 nM y 10 nM.

Aislamiento de ARN total utilizando el kit de aislamiento de ARNm DYNABEADS (Invitrogen, componente N.%: 610-
12)

Las células se recolectaron y lisaron en 150 ul de tampdn de lisis/unién, a continuacion se mezclaron durante 5
minutos a 850 rpm utilizando un instrumento Eppendorf Thermomixer (la velocidad de mezclado fue la misma a lo
largo de todo el proceso). Se anadieron diez microlitros de microesferas magnéticas y 80 pl de mezcla de tampdn de
lisis/lunién a una placa de fondo redondo y se mezclaron durante 1 minuto. Las microesferas magnéticas se
capturaron utilizando un soporte magnético y se retird el sobrenadante sin que se alteraran las microesferas.
Después de retirar el sobrenadante, las células lisadas se afiadieron a las microesferas remanentes y se mezclaron
durante 5 minutos. Después de retirar el sobrenadante, las microesferas magnéticas se lavaron 2 veces con 150l
de tampén de lavado A y se mezclaron durante 1 minuto. Las microesferas se capturaron de nuevo y se retird el
sobrenadante. A continuacion, las microesferas se lavaron con 150 pl de tampdn de lavado B, se capturaron y se
retir6 el sobrenadante. A continuacién, las microesferas se lavaron con 150 pl de tampon de elucién, se capturaron y
se retir6 el sobrenadante. Finalmente, se permitié que las microesferas se secaran durante 2 minutos. Después del
secado, se afadieron 50 pl de tamp6n de elucién y se mezclaron durante 5 minutos a 70 °C. Las microesferas se
capturaron con un iman durante 5 minutos. Se retiraron 45 pl de sobrenadante y se afadieron a otra placa de 96
pocillos.

Sintesis de ADNc utilizando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad de ABI (Applied Biosystems,
Foster City, CA, N.2 de catalogo 4368813)

Se prepard una mezcla patrén de 2 ul de 10X tampédn, 0.8 pl de 25X dNTPs, 2 ul de cebadores aleatorios, 1 pl de
transcriptasa inversa, 1 ul de inhibidor de RNasa y 3.2 ul de H20 por reaccion. Se mezclaron volimenes iguales de
mezcla patron y ARN para obtener un volumen final de 12 pl para las muestras cribadas in vitro o 20 pl para las
muestras cribadas in vivo. El ADNc se generd utilizando un ciclador térmico Bio-Rad C-1000 o S-1000 (Hercules,
CA) mediante los pasos siguientes: 25 °C durante 10 minutos, 37 °C durante 120 minutos, 85 °C durante 5 segundos
y se mantiene a 4 °C.

PCR a tiempo real

Se anadieron 2 pul de ADNc a una mezcla patrén que contenia 2 pl de H20, 0.5 ul de una sonda TagMan de GAPDH
(Life Technologies, nimero de catalogo 4326317E para células Hep3B, nimero de catalogo 352339E para
hepatocitos de raton primarios o una sonda adaptada para hepatocitos primarios de cinomoélogo), 0.5 ul de una
sonda TagMan C5 (Life Technologies, numero de catédlogo Hs00167441_m1 para células Hep3B o
MmO00457879_m1 para hepatocitos de raton primarios o una sonda adaptada para hepatocitos primarios de
cinomélogo) y 5 ul de una mezcla patrdn para una sonda Lightcycler 480 (Roche, nimero de catalogo 04887301001)
por pocillo en una placa de 384 pocillos (384 p) (Roche, numero de catalogo 04887301001). Se llevé a cabo una
PCR a tiempo real en un sistema de PCR a tiempo real Roche LC480 (Roche) utilizando el ensayo AACt(RQ). Para
el cribado in vitro, cada duplex se evalu6 con dos réplicas biolégicas, a menos que se indique de otro modo, y cada
PCR a tiempo real se llevé a cabo en réplicas técnicas por duplicado. Para el cribado in vivo, cada duplex se evalué
en uno o mas experimentos (3 ratones por grupo) y cada PCR a tiempo real se llevd a cabo en réplicas técnicas por
duplicado.

Para calcular el factor de cambio relativo en los niveles de ARNm de ALAS1, los datos a tiempo real se analizaron
utilizando el método de AACt y se normalizaron respecto a los ensayos realizados con células transfectadas con AD-
1955 10 nM o células transfectadas con vector vacio. Los valores de Clso se calcularon utilizando un modelo de
ajuste de 4 parametros empleando XLFit y se normalizaron respecto a células transfectadas con AD-1955 para el
mismo intervalo de dosis o respecto a su propia dosis mas baja.

Las secuencias sentido y antisentido de AD-1955 son:
SENTIDO: cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT (SEQ ID NO:3682)
ANTISENTIDO: UCGAAGUACUCAGCGUAAGATsdT (SEQ ID NO:3683).
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Las secuencias de los duplex y de las hebras individuales de los ARNip modificados y no modificados se
proporcionan en la Tabla 14 y la Tabla 15, respectivamente.
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En la Tabla 16 se proporcionan los resultados de los ensayos in vitro. La Tabla 16 también indica las especies diana
de cada uno de los ARNip.

Tabla 16: Resultados de los ensayos funcionales

Captacion libre en cino.

Transfeccion en

Transfeccion en

cino. Hep3b
ID del 1 uM, 20 nM, 20 nM, | 0.2 nM, | 10 nM, | 0.1 nM,
duplex | Especies diana Tipo media | 500 nM | media | 10 nM | media | media | media | media
AD-58848 [Raton/Rata/Rh/H 21/23 1316 | 176.0 | 104.4 | 128.0 43.5 44.8 25.3 76.8
AD-58849 H/Rh 21/23 91.9 88.1 92.2 105.0 29.4 35.4 11.5 47 .1
AD-58850 H/Rh 21/23 79.4 103.4 80.0 111.2 NA 62.2 31.3 72.0
AD-58851 H/Rh 21/23 99.7 74.7 94.8 104.7 NA 40.7 8.6 81.3
AD-58852 H/Rh 21/23 108.1 91.8 103.3 | 111.9 | 101.1 128.8 43.4 129.0
AD-58853 H/Rh 21/23 74.8 67.7 84.2 93.5 24.7 52.9 141 61.2
AD-58854 H/Rh 21/23 1459 | 124.1 106.6 | 115.3 | 119.0 83.9 85.0 84.0
AD-58855 H/Rh 21/23 81.5 97.9 92.7 101.8 39.5 40.3 15.3 67.6
AD-58856 H/Rh 21/23 74 .1 90.6 84.6 82.6 22.4 30.7 8.7 33.3
AD-58857 H/Rh 21/23 64.7 91.4 62.3 87.1 22.0 31.6 9.8 106.3
AD-58858 H/Rh 21/23 67.4 91.7 68.6 98.3 27.9 40.3 17.4 44.8
AD-58859 H/Rh 21/23 71.2 77.2 92.4 90.1 19.1 34.3 13.1 39.7
AD-58861 H/Rh 21/23 104.6 | 107.2 | 102.0 | 100.6 25.9 35.1 18.0 69.8
AD-58862 H/Rh 21/23 66.8 77.0 68.7 88.5 20.3 31.1 24.2 49.9
AD-58863 H/Rh 21/23 70.8 66.8 76.8 98.5 21.5 29.7 8.7 54.9
AD-58864 H/Rh 21/23 76.2 85.6 83.7 100.8 60.4 61.0 56.4 87.3
AD-58865 H/Rh 21/23 67.9 77.9 95.9 98.4 21.3 38.6 15.5 81.4
AD-58867 H/Rh 21/23 95.9 93.3 107.0 97.5 32.3 42.7 16.6 79.8
AD-58868 H/Rh 21/23 95.2 92.1 116.2 94.7 54.6 69.2 61.5 105.9
AD-58869 H/Rh 21/23 65.0 78.2 75.8 88.2 17.4 25.0 13.0 63.9
AD-58870 H/Rh 21/23 69.4 92.3 81.0 88.1 29.2 43.8 33.7 79.1
AD-58871 H/Rh 21/23 61.2 77.3 88.2 77.0 71.2 73.2 36.7 110.3
AD-58873 H/Rh 21/23 95.2 100.9 83.3 94.6 54.2 52.8 36.6 73.3
AD-58874 H/Rh 21/23 75.8 76.8 63.8 85.3 22.3 31.2 15.0 38.2
AD-58875 H/Rh 21/23 80.7 88.7 78.6 97.9 48.6 73.6 61.2 90.6
AD-58876 H/Rh 21/23 90.8 93.1 82.5 100.2 411 56.9 21.2 58.7
AD-58877 H/Rh 21/23 68.3 85.1 51.2 78.7 18.5 46.6 11.9 27.4
AD-58878 H/Rh 21/23 78.3 68.3 81.2 91.2 241 23.4 6.2 37.1
AD-58879 H/Rh 21/23 87.9 94.1 79.7 95.4 32.0 47.8 15.7 82.5
AD-58880 H/Rh 21/23 74.9 72.2 88.9 88.1 20.1 27.5 14.0 60.7
AD-58881 H/Rh 21/23 85.9 76.8 78.8 118.0 22.2 36.7 27.6 71.6
AD-58882 H/Rh 21/23 54.1 53.4 60.3 85.8 14.6 27.2 8.2 23.8
AD-58883 H/Rh 21/23 80.4 69.9 75.7 80.3 31.8 25.8 12.3 63.0
AD-58884 H/Rh 21/23 57.7 55.3 64.8 78.2 20.0 30.0 11.8 68.9
AD-58885 H/Rh 21/23 101.8 91.8 104.1 101.5 85.9 71.9 61.8 71.2
AD-58886 Raton/Rata/Rh/H 21/23 471 58.0 36.3 93.3 16.0 26.6 9.2 32.0
AD-58887 H/Rh 21/23 73.6 98.7 82.6 95.2 28.5 33.5 12.8 65.2
AD-58888 H/Rh 21/23 90.2 69.9 69.4 85.6 46.9 45.0 16.6 72.0
AD-58889 H/Rh 21/23 83.6 98.6 82.4 92.2 36.5 40.3 31.6 99.4
AD-58890 H/Rh 21/23 69.5 95.4 84.2 88.2 50.8 45.6 21.7 92.9
AD-58891 H/Rh 21/23 62.8 75.7 75.4 109.2 23.6 34.3 15.6 55.8
AD-58892 H/Rh 21/23 60.2 92.9 89.8 92.9 22.8 43.3 20.2 75.6
AD-59095 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 88.9 NA 132.8 NA 48.3 97.4 54.3 99.0
AD-59096 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 95.5 NA 90.5 NA 105.7 | 138.6 | 131.4 | 120.7
AD-59097 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 92.5 NA 84.2 NA 75.0 NA 94.7 108.5
AD-59098 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 84.0 NA 87.7 NA 109.3 NA 130.0 87.3
AD-59099 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 89.7 NA 90.0 NA 77.8 85.4 46.8 74.9
AD-59100 [Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 84.8 NA 144.3 NA 70.6 108.1 91.5 117.6
AD-59101 [Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 79.0 NA 103.8 NA 89.8 102.9 | 124.2 | 107.0
AD-59102 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 85.9 NA 100.6 NA 72.2 68.5 87.9 95.1
AD-59103 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 86.0 NA 91.1 NA 93.0 81.3 130.0 96.0
AD-59104 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecéamero| 92.6 NA 96.9 NA 94.9 91.4 124.4 83.1
AD-59105 [Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 48.9 NA 101.7 NA 18.4 48.9 17.0 34.7
AD-59106 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 63.2 NA 76.7 NA 28.5 40.7 28.6 46.4
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(continuacion)

AD-59107 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 71.4 NA 68.7 NA 37.1 45.3 26.8 63.6
AD-59108 [Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 70.7 NA 85.1 NA 89.9 84.8 139.2 | 101.7
AD-59109 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 86.1 NA 83.4 NA 84.9 96.2 131.7 86.7
AD-59110|Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 70.8 NA 119.7 NA 38.5 60.4 67.4 80.3
AD-59111 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 66.1 NA 76.5 NA 52.2 61.0 69.7 87.6
AD-59112Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 71.2 NA 80.2 NA 91.2 83.4 127.4 89.0
AD-59113|Ratdén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 67.0 NA 77.8 NA 49.1 59.0 66.8 91.4
AD-59114 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 81.7 NA 79.3 NA 96.3 88.0 129.6 72.4
AD-59115|Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 40.4 NA 69.6 NA 19.6 35.7 9.3 16.9
AD-59116 Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 72.2 NA 78.3 NA 53.5 77.8 70.1 107.8
AD-59117 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 70.7 NA 75.6 NA 75.8 74.9 129.0 | 103.5
AD-59118 |Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 68.8 NA 75.9 NA 81.4 82.1 114.1 89.7
AD-59119|Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 64.9 NA 86.5 NA 85.1 125.1 122.8 | 124.8
AD-59120 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 63.5 NA 75.1 NA 29.9 52.0 16.1 54 .1
AD-59121 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 67.6 NA 72.0 NA 88.8 77.4 108.0 | 103.1
AD-59122 [Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 60.2 NA 62.3 NA 25.1 45.3 16.2 54.8
AD-59123 [Ratén/Rata/Rh/Hnonadecéamero| 68.6 NA 108.2 NA 59.2 84.6 80.0 97.7
AD-59124 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 47.5 NA 56.5 NA 23.9 40.0 9.8 18.9
AD-59125 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 45.4 NA 47.2 NA 15.2 40.7 14.7 15.1
AD-59126 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 64.3 NA 74.6 NA 51.6 571 35.5 54.4
AD-59127 Ratén/Rata/Rh/Hnonadecamero| 103.4 NA 105.8 NA 94.0 156.4 | 135.9 | 113.7
AD-59128 [Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 102.4 NA 81.4 NA 66.3 89.3 60.2 74.9
AD-59129 |Raton/Rata/Rh/Hnonadecamero| 41.3 NA 38.8 NA 17.9 41.4 8.6 12.6
AD-59130 |Ratén/Rata/Rh/Hnonadecéamero| 58.3 NA 80.8 NA 94.9 78.3 106.7 88.0

La Tabla 17 ilustra los valores de Clso de diplex de ARNip de ALAS1 seleccionados. Los valores de Clso se
determinaron a partir de la desactivacion de ALAS1 expresado de forma enddgena en la linea celular Hep3B, 24
horas después de la transfeccién de cada duplex de ARNip modificado para ALAS1 (remitase a la Tabla 14). Al
menos siete duplex, que incluyeron AD-58882, AD-58878, AD-58886, AD-58877, AD-59115, AD-58856 y AD-59129,
presentaron uniformemente valores de Clso inferiores a 0.1 nm, lo cual indica que estos duplex fueron
particularmente eficaces a la hora de suprimir la expresion de ALAS1.

Tabla 17: Valores de Clso de duplex de ARNip de ALAS1 seleccionados

Ejemplo 11. Actividad de ALAS1-GalNAc en un modelo de raton de induccién de AIP con fenobarbital

ID del duplex | Clso para 384 p (nM) | Clso para 96 p (nM)
AD-58882 0.008 0.014
AD-58878 0.040 0.031
AD-58886 0.037 0.033
AD-58877 0.031 0.034
AD-59115 0.093 0.052
AD-58856 0.061 0.066
AD-59129 0.085 0.071
AD-59124 0.572 0.078
AD-58874 0.140 0.102
AD-59125 0.118 0.115
AD-59105 0.511 0.144
AD-59120 180.592 0.498
AD-59122 36.646 0.646
AD-59106 7.906 0.847
AD-59126 n/a 1.014
AD-59107 n/a 1.971

Se utilizé el modelo de ratén de AIP para investigar el efecto de un ARNip que era un conjugado de ALAS1-GalNAc.
El ARNip tenia la secuencia del duplex AD-58632 (remitase a la Tabla 20).
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El dia 1, los ratones con AIP o bien no se trataron (referencia) o se les inyectd por via subcutéanea solucion salina o
el conjugado de ALAS1-GalNAc con una dosis de 20 mg/kg. Los dias 2, 3 y 4, los ratones no se trataron (referencia)
o0 se trataron con inyecciones IP de fenobarbital. El dia 5, se tomaron muestras de plasma y se midieron los niveles
de ALA y PBG utilizando un ensayo de LC-MS. Como se muestra en la FIG. 15, el conjugado de ALAS1-GalNAc
mitigd la produccién de ALA y PBG en plasma aproximadamente un 84 y 80%, respectivamente. Estos resultados
indican que el tratamiento con un conjugado de ALAS1-GalNAc fue eficaz a la hora de prevenir los incrementos de
ALA y PBG en plasma asociados con los ataques agudos inducidos por fenobarbital en este modelo animal de AIP.

Ejemplo 12. Otros ARNip que tienen ALAS1 como diana e inhiben la expresion de ALAS1

Se disenaron y produjeron secuencias de ARNip modificadas que tenian como diana el ARNip de ALAS1, segun se
ha descrito en el Ejemplo 2. Las secuencias se proporcionan en la Tabla 18. Se evalu6 la actividad in vitro de los
diplex modificados segun se describe a continuacion.
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La actividad in vitro de los ARNip para suprimir el ARNm de ALAS1 se evalud en un cribado de dosis Unica en células
Hep3B que se habian transfectado utilizando Lipofectamine2000 como reactivo de transfeccion. Los experimentos de
dosis Unica se llevaron a cabo con una concentracion del diplex 10 nM y se analizaron mediante un ensayo de ADN
ramificado (ADNr). Los resultados se muestran en la Tabla 19y se expresan como el porcentaje de ARNm remanente.

Tabla 19: Supresion del ARNm de ALAS1 evaluada mediante un ensayo de ADNr

Duplex % de ARNm remanente | Desv. est.
AD-59453 11.2 1.5
AD-59395 12.7 1.1
AD-59477 14.5 2.0
AD-59492 14.8 2.1
AD-59361 15.1 4.9
AD-59462 15.4 2.6
AD-59433 15.8 2.7
AD-59424 16.0 1.7
AD-59414 16.1 1.3
AD-59539 16.2 2.6
AD-59400 16.2 1.8
AD-59551 16.3 2.3
AD-59482 16.6 2.1
AD-59448 16.6 3.7
AD-59392 16.9 3.5
AD-59469 16.9 2.2
AD-59431 17.0 2.0
AD-59423 17.1 3.8
AD-59517 17.2 1.5
AD-59578 17.3 3.1
AD-59495 17.7 3.7
AD-59432 17.7 2.8
AD-59382 17.9 3.2
AD-59472 18.6 3.5
AD-59459 18.7 3.8
AD-59413 18.8 24
AD-59478 18.9 3.0
AD-59376 18.9 3.2
AD-59556 18.9 2.4
AD-59399 19.0 41
AD-59474 19.4 1.6
AD-53542 19.4 1.7
AD-59480 19.6 1.6
AD-59549 19.7 2.1
AD-59515 19.8 4.4
AD-59427 19.9 3.2
AD-59390 19.9 3.4
AD-59511 19.9 2.2
AD-59532 20.0 2.4
AD-59562 20.2 2.6
AD-59513 20.3 3.9
AD-59362 20.6 25
AD-53541 20.6 2.2
AD-59490 20.7 2.3
AD-59422 20.8 4.5
AD-59467 21.2 2.3
AD-59579 21.2 3.3
AD-59426 21.7 23
AD-59363 21.7 2.7
AD-59436 21.7 2.7
AD-53536 21.9 1.5
AD-59491 21.9 2.6
AD-59500 22.2 2.8
AD-59394 22.3 10.1
AD-59441 22.3 2.6
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(continuacion)

Duplex % de ARNm remanente | Desv. est.
AD-59365 22.4 4.2
AD-59411 22.5 2.9
AD-59544 22.5 2.1
AD-59428 22.7 4.7
AD-59471 22.9 5.0
AD-59518 22.9 2.3
AD-53547 22.9 1.5
AD-59573 23.0 4.2
AD-59473 23.2 1.8
AD-59412 23.4 25
AD-59522 23.4 3.3
AD-59502 23.6 2.7
AD-59499 23.6 1.6
AD-59520 23.8 3.8
AD-59581 23.9 6.0
AD-59461 24.3 4.2
AD-59370 24.3 5.6
AD-53540 24.4 2.1
AD-59574 24.5 2.0
AD-59375 24.6 2.3
AD-59387 24.8 7.2
AD-59397 24.9 9.6
AD-59396 25.0 10.2
AD-59393 25.3 11.6
AD-59483 254 3.8
AD-59430 25.5 1.8
AD-59463 25.6 4.8
AD-53534 25.9 3.1
AD-59514 26.2 5.7
AD-59575 26.2 3.2
AD-59364 26.2 4.5
AD-59402 26.3 3.1
AD-59479 26.3 2.5
AD-59481 26.4 2.2
AD-59530 26.4 4.4
AD-59582 26.6 3.9
AD-59506 27.0 4.1
AD-59567 27.3 1.1
AD-59485 27.7 4.7
AD-59525 28.3 3.1
AD-59566 28.5 0.6
AD-59580 28.7 71
AD-59512 29.5 2.5
AD-59475 29.6 4.2
AD-59438 29.6 3.3
AD-59442 29.9 2.8
AD-59516 30.4 3.8
AD-59429 30.8 4.3
AD-59510 31.3 1.9
AD-59457 314 1.2
AD-59434 31.6 3.5
AD-59454 32.0 1.9
AD-59468 32.2 3.2
AD-59565 32.4 1.5
AD-59416 32.7 1.7
AD-59420 33.2 3.1
AD-59552 33.2 2.2
AD-59558 33.8 3.8
AD-59404 34.0 5.4
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(continuacion)

Duplex % de ARNm remanente | Desv. est.
AD-59455 34.8 1.3
AD-59496 34.9 5.2
AD-59446 35.5 1.7
AD-59435 35.9 1.2
AD-59419 36.0 1.4
AD-59533 36.7 3.7
AD-59366 36.7 6.0
AD-59521 36.9 4.3
AD-59563 36.9 4.1
AD-59534 36.9 3.3
AD-59407 371 4.7
AD-59445 37.2 3.2
AD-59546 37.9 4.9
AD-59456 38.3 4.0
AD-59503 38.8 5.0
AD-59536 39.8 4.2
AD-59385 39.9 13.7
AD-59367 40.0 3.6
AD-59458 40.0 3.4
AD-59381 40.3 9.9
AD-59538 40.8 4.9
AD-59421 40.9 6.4
AD-59388 41.0 9.1
AD-59444 41.1 2.7
AD-59528 41.9 3.3
AD-59498 422 3.3
AD-59497 42.4 4.9
AD-59384 42.7 17.6
AD-59452 42.7 3.1
AD-59379 43.6 2.6
AD-59529 43.8 4.8
AD-59389 441 6.4
AD-59585 44.3 3.2
AD-59570 451 4.0
AD-59415 46.6 2.3
AD-59505 475 6.2
AD-59557 48.1 4.4
AD-59548 49.9 4.0
AD-59487 50.7 3.2
AD-59550 50.8 5.8
AD-59572 51.1 4.0
AD-59554 51.3 6.0
AD-59437 52.2 4.8
AD-59584 54.9 2.7
AD-59373 55.3 20.1
AD-59545 55.4 3.4
AD-59547 55.9 4.7
AD-59470 56.0 2.7
AD-59417 56.4 7.7
AD-59535 57.6 5.1
AD-59507 58.8 4.7
AD-59519 59.1 5.6
AD-59391 60.1 12.5
AD-59537 60.6 9.1
AD-59450 60.7 7.2
AD-59449 61.6 6.8
AD-59418 61.8 8.4
AD-59561 62.2 7.2
AD-59460 62.8 4.7
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(continuacion)

Duplex % de ARNm remanente | Desv. est.
AD-59409 64.4 9.0
AD-59476 65.2 5.6
AD-59406 65.6 3.5
AD-59569 66.7 7.6
AD-59451 66.9 2.9
AD-59553 67.2 8.8
AD-59372 67.3 25.6
AD-59377 68.7 5.1
AD-59531 68.7 9.0
AD-59560 68.7 12.7
AD-59489 69.6 8.9
AD-59540 70.1 10.1
AD-59378 70.6 14.1
AD-59403 71.4 3.3
AD-59493 72.3 3.5
AD-59374 75.9 5.1
AD-59380 76.4 11.1
AD-59576 77.5 16.2
AD-59425 77.9 10.6
AD-59509 78.0 3.2
AD-59488 78.6 71
AD-59486 79.4 5.0
AD-59465 79.5 5.1
AD-59484 79.8 3.2
AD-59368 80.0 11.9
AD-59464 80.2 9.3
AD-59386 80.6 33.2
AD-59439 80.9 4.0
AD-59440 82.2 1.9
AD-59542 83.3 10.6
AD-59559 83.7 9.1
AD-59586 83.8 11.5
AD-59408 86.3 2.8
AD-59568 86.8 4.2
AD-59398 87.4 24.9
AD-59508 87.5 25
AD-59523 87.6 11.8
AD-59410 88.8 8.3
AD-59541 88.9 10.8
AD-59524 89.5 12.1
AD-59501 89.9 5.1
AD-59383 90.8 27.4
AD-59577 91.1 2.3
AD-59447 91.3 12.9
AD-59555 91.7 3.4
AD-59405 92.5 5.7
AD-59371 93.5 31.7
AD-59443 93.8 9.0
AD-59401 94.5 71
AD-59494 95.1 9.1
AD-59504 96.8 11.7
AD-59369 96.8 4.8
AD-59571 97.4 7.0
AD-59527 98.6 7.8
AD-59466 99.7 14.0
AD-59526 102.9 4.6
AD-59543 103.7 3.0
AD-59564 103.7 12.1
AD-59583 112.4 13.2
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Los doscientos treinta y dos duplex que se evaluaron suprimieron el ARNm de ALAS1 en diferentes grados en este
ensayo de dosis Unica. De acuerdo con este ensayo, al menos cuatro de los duplex (AD-59453, AD-59395,
AD-59477 y AD-59492) suprimieron el ARNm de ALAS1 un 85% o mas, 39 de los duplex suprimieron el ARNm de
ALAS1 un 80% o mas, 101 de los duplex suprimieron el ARNm de ALAS1 un 70% o mas y 152 de los duplex
suprimieron el ARNm de ALAS1 un 50% o més. Por el contrario, algunos ddplex no mostraron ninguna supresion
apreciable en este ensayo.

Ejemplo 13: Inhibicidn en respuesta a la dosis de los precursores de porfirina ALA y PBG utilizando ARNip
de ALAS1

Se investigaron los efectos de respuesta a la dosis de un ARNip de ALAS1 en un modelo en ratén de AIP (remitase
al Ejemplo 5). Este modelo muestra ~30% de actividad de PBGD residual, un incremento de ~2 veces en los niveles
de ALA y PBG del punto de referencia, un incremento de ~30-100 veces en los niveles de ALA y PBG tras la
induccion con inyecciones de fenobarbital una vez al dia durante 3-4 dias. Los animales de més edad tienen
degeneracion axonal y deficiencia de la funcion motora.

El ARNip de ALAS1 utilizado en este ejemplo fue el duplex AD-53558 en la formulacion AF11. En el dia 1, a los
ratones se les administraron 1 mg/kg, 0.5 mg/kg, 0.1 mg/kg o 0.05 mg/kg de ARNip de ALAS1 o control de LUC AD-
1955 mediante inyeccién i.v. Se administraron tres inyecciones de fenobarbital (1 inyeccién al dia en los dias 2, 3 y
4) para inducir ALAS1 hepatica y los precursores de la porfirina, ALA y PBG. Se recogieron muestras de orina de
toda la noche y de plasma en el dia 5 y se midieron los niveles de metabolitos por LC-MS. Se midieron los niveles
del punto de referencia de ALA y PBG antes del primer tratamiento en el dia 1. Los resultados se muestran en la
FIG. 16. El ARNip de ALAS1 inhibié los niveles de ALA y PBG en una manera dependiente de la dosis. Se observé
el efecto inhibidor en los niveles de ALA en plasma con dosis de ARNip de ALAS1 de tan solo 0.05 mg/kg, y se
observo el efecto inhbidor en los niveles de PBG en plasma con dosis de ARNip de tan solo 0.1 mg/kg.

Ejemplo 14: Inhibicion duradera de los precursores de porfirina ALA y PBG utilizando ARNip de ALAS1

Se investig6 la duracion de los efectos de ARNip de ALAS1 en un modelo en ratéon de AIP (remitase al Ejemplo 5).
El ARNip de ALAS1 utilizado en este ejemplo fue el diplex AD-53558 en la formulacion AF11. El disefo
experimental y los resultados de este experimento se muestran en la Fig. 17. En el dia 1, a los ratones se les
administré 1 mg/kg de ARNip de ALAS1 o control de LUC AD-1955 mediante inyeccion i.v. Se administraron tres
inyecciones de fenobarbital en la semana 0 (1 inyeccion al dia en los dias 2, 3 y 4), semana 2 (1 inyeccion al dia en
los dias 15, 16 y 17) y semana 4 (1 inyeccion al dia en los dias 29, 30 y 31) para inducir ALAS1 hepatico y los
precursores de porfirina ALA y PBG. Se recogieron muestras de orina de toda la noche y plasma en los dias 5, 18 y
32 y se midieron los niveles de metabolitos por LC-MS. Se midieron los niveles del punto de referencia de ALA y
PBG antes del primer tratamiento en el dia 1.

Tal como se muestra en la FIG. 17, el ARNip de ALAS1 tuvo un efecto duradero en la reduccién de los niveles de
ALA y PBG en plasma. La administracion de ARNip de ALAS1 suprimié los niveles de ALA y PBG en plasma durante
al menos 2 semanas. Estos resultados indican que el ARNip de ALAS1 es un tratamiento eficaz para reducir los
niveles elevados de ALA y PBG vy, por lo tanto, se puede utilizar en la profilaxis, por ejemplo, para reducir los niveles
crénicamente elevados de ALA y PBG y para prevenir ataques porfiricos recurrentes.

Ejemplo 15: ARNip de ALAS1 proporciona un inicio de accion mas rapido en comparacion con el tratamiento
con hemina

Se compararon los efectos del tratamiento con ARNip de ALAS1 con los efectos del tratamiento con hemina en un
modelo en ratén de AIP (remitase al Ejemplo 5). EI ARNip de ALAS1 utilizado en este ejemplo fue el duplex AD-
53558 en la formulacién AF11. El disefio experimental y los resultados de este experimento se muestran en la FIG.
18. Se administraron fenobarbital (PB) y dietilditiocarbamato (DDC) en los dias 1, 2 y 3. DDC es otro inductor de
p450 que, como el fenobarbital, incrementa la demanda de hemo y ayuda a propagar la induccion de los metabolitos
ALA/PBG.

Se administré una dosis de hemina de 4 mg/kg, una dosis de ARNip de ALAS1 de 2 mg/kg o tratamiento de control
por via intravenosa 8 horas después de la ultima administracion de PB y DDC.

Como se muestra en la FIG. 18, el inicio de los efectos del tratamiento fue méas rapido con el tratamiento de ARNip
de ALAS1 en comparacion con el tratamiento de hemina. La rapida reduccién de ALA y PBG con el tratamiento con
ARNip indica que ARNip es un tratamiento eficaz para los ataques agudos, debido a que se espera que la reduccién
de los niveles de ALA y PBG esté acompafnanada por una rapida mejora en los sintomas clinicos.

Ejemplo 16: Efectos del conjugado de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-58632

AD-58632 es un heneicosamero/tricosamero descrito en el Ejemplo 11. AD-58632 tiene como diana el transcrito
humano NM_000688.4 y también presenta reactividad cruzada con transcritos de ARNm de ratén, rata y mono
cinomolgo. AD-58632 es el Unico heneicosamero/tricosdmero con reactividad cruzada identificado en un cribado de
aproximadamente 45 compuestos. Se describen experimentos adicionales con este diplex en este ejemplo.
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Efectos dependientes de la dosis de AD-58632 en la supresion de ARNm de ALAS1

Se investigaron en ratas los efectos de respuesta a la dosis de AD-58632 en la supresion de ARNm de ALASH1,
respecto a ARNm de GAPDH. Se estudiaron dosis de 30 mg/kg, 10 mg/kg y 3 mg/kg. Se midieron los niveles de
ARNm de ALAS1 en el higado 72 horas después de la Ultima dosis. AD-58632, comparado con el control de PBS,
suprimi6 el ARNm de ALAS1 de manera dependiente de la dosis (remitase a la FIG. 19). AD-58632 tuvo una DE50
de dosis Unica de aproximadamente 10 mg/kg.

Efectos de AD-58632 en un modelo de AIP en rata

Se investigd en mayor medida el efecto de respuesta a la dosis del ARNip conjugado ALAS1-GalNAc AD-58632 en
un modelo de AIP en rata. En este modelo, se utiliz6 ARNip en un LNP para reducir el nivel de PBGD
especificamente en el higado antes de inducir la demanda de hemo con fenobarbital. EIl modelo de AIP en rata
muestra una reduccién transitoria con ARNip de PBGD en el higado, tiene ~15% ARNm de PBGD residual, y
muestra un incremento de aproximadamente 10-50 veces en los niveles de ALA y PBG tras la inducciéon con
inyecciones diarias de fenobarbital durante tres dias.

El disefio experimental se muestra en la FIG. 20. Se estudiaron cuatro grupos de ratas. Un grupo se traté con solo
fenobarbital (PB) en los puntos temporales indicados. Un segundo grupo se traté con fenobarbital y ARNip de
porfobilinégeno-desaminasa (PBGD). Un tercer grupo recibié fenobarbital, ARNip de PBGD y una dosis de 30 mg/kg
del ARNip de ALAS1. Un cuartro grupo recibié fenobarbital, ARNip de PBGD y una dosis de 10 mg/kg del ARNip de
ALAS1. Como se muestra en la FIG. 20, el ARNip de PBGD se administré por via intravenosa en el dia 1. El ARNip
ALAS1-GalNAc se administr6 en el dia 4. Las inyecciones de fenobarbital se administraron en los dias 4, 5,6y 7. Se
recogio la orina a lo largo de un periodo de 24 horas empezando en el dia 7 y finalizando en el dia 8. Se evaluaron
los niveles de ARNm de PBGD, ARNm de GAPDH y ARNm de ALAS-1 en higado en el dia 8 utilizando un ensayo
de ADNr. Se determinaron los niveles de PBG y ALA en orina utilizando LC-MS.

Los resultados del ARNm se muestran en la FIG. 21. El ARNip de PBGD disminuyé el nivel de ARNm de PBGD pero
no disminuyd el nivel de ARNm de ALAS1. El ARNip de ALAS1 disminuy6 los niveles de ARNm de ALAS1 de
manera dependiente de la dosis (véase la FIG. 21). Los resultados de ALA y PBG se muestran en la FIG. 22. ARNip
de ALAS1 disminuyd los niveles de ALA y PBG de manera dependiente de la dosis (véase la FIG. 22).

Ejemplo 17: Dosificacion dividida con AD-58632

Se investig6 la eficacia del conjugado ARNip de ALAS1-GalNAc AD-58632 en dos paradigmas de dosificacién
dividida separados. Para cada uno de estos estudios, se utilizaron ratas Sprague Dawley hembra. Las ratas se
alojaron en SCLR (una habitacién con ciclo de luz de 12 horas con luz y 12 horas sin luz) y se sacrificaron 72 horas
después de la Ultima inyeccion. Se midieron los niveles de ARNm de ALAS1 y GAPDH en el higado utilizando un
ensayo de ADN ramificado (ADNTr).

Paradigma de cinco dosis diarias frente a una dosis en bolo

En el primer paradigma, se administraron a los grupos de ratas cinco dosis de ARNip (una dosis cada dia) o una
Unica dosis en bolo que tuvo la misma concentracion total que la suma de las cinco dosis individuales.
Especificamente, las ratas se asignaron a una de las siguientes condiciones de tratamiento: (1) inyeccion
subcutanea de 6 mg/kg de ARNip una vez al dia durante cinco dias, (2) inyeccién subcutanea de 2 mg/kg de ARNip
una vez al dia durante cinco dias, (3) inyeccion subcutanea de 1 mg/kg de ARNip una vez al dia durante cinco dias,
(4) inyeccion subcutanea de una Unica dosis en bolo de 30 mg/kg de ARNip, (5) inyeccién subcutanea de una Unica
dosis en bolo de 10 mg/kg de ARNip, (6) inyeccion subcutanea de una Unica dosis en bolo de 5 mg/kg de ARNip o
(7) tratamiento de control con PBS.

Los resultados se muestran en la FIG. 23. En este paradigma, una Unica dosis en bolo de ARNip proporcion6 una
supresion mayor del ARNm de ALAS1 que la dosificacion repetida de la misma concentracién de ARNip a lo largo de
un ciclo de cinco dias. Esto fue cierto para todas las dosis estudiadas.

Dosificacién de una vez a la semana durante cuatro semanas

En el segundo paradigma, se administraron a las ratas inyecciones subcutdneas de ARNip con una de tres dosis (10
mg/kg, 5 mg/kg o 2.5 mg/kg) una vez a la semana durante cuatro semanas. Un grupo de control recibié inyecciones
de PBS.

Los resultados se muestran en la FIG. 24. En comparacion con la dosificacion Unica, proporcionar cuatro dosis
semanales de 10 mg/kg mejor6 la reduccién maxima conseguida (DE50 es 10 mg/kg con una dosis Unica). Por el
contrario, la dosificacién multiple de 5 y 2.5 mg/kg a la semana no mejoré el silenciamiento en este paradigma.

Ejemplo 18: Identificacion y estudio de ARNip de ALAS1 con hebras sentido y antisentido mas cortas

Se realizaron experimentos adicionales para explorar los efectos del acortamiento de duplex de ARNip hasta
nonadecameros-nonadecameros. Se identificaron cinco ddplex mas nonadecameros-nonadecameros con
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reactividad cruzada que se unen a transcritos de ARNm de ALAS1 humano (h) (NM_000688.4), mono Rhesus (rh)
(XM_001090440.2), ratén (m) (NM_020559.2) y rata (r) (NM_024484.2). Ninguno de estos duplex mostré resultados
tan buenos como el heneicosdmero/tricosdmero AD-58632 (remitase a la FIG. 25).

Se investigaron los efectos de modificar la longitud y protuberancias de los dos mejores nonadecameros-
nonadecameros (AD-59115 y AD-59125) (FIG. 26 y 27). Las secuencias modificadas se muestran en la Tabla 21.
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Las protuberancias mejoran la potencia. También proporcionan una secuencia derivada adicional (AD-60489, que se
basé en AD-60095) para estudios adicionales de la relacién estructura actividad (SAR) (1 apareamiento erroneo en
la pos23 con roedor).

Ejemplo 19: Efectos de conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60489 y AD-58632

Se investigaron los efectos de un duplex de ARNip de ALAS1 conjugado con GalNAc AD-60489 y se compararon
con los efectos de AD-58632. Las secuencias de estos diplex se muestran en la Tabla 22A. AD-60489 tuvo un Unico
emparejamiento erréneo con ARNm de ALAS1 de roedor en el extremo 3’ de la secuencia antisentido. Por lo tanto,
mientras que AD-58632 es totalmente complementario con las secuencias de ser humano, de mono cinomolgo,
raton y rata, AD-60489 es totalmente complemenario solo con secuencias de ser humano y mono cinomolgo.
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La supresién de ARNm de ALAS1 se muestra en la FIG. 28. En comparacién con AD-58632, AD-60489 proporcion6
una supresion mas eficaz con 3 mg/kg y 10 mg/kg y mostré una mejora de aproximadamente dos veces en la DE50.
La DE5O0 de dosis Unica de AD-60489 fue de aproximadamente 5 mg/kg.

Ejemplo 20: Efectos de los conjugados ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60489 y AD-58632 en estudios con
primates no humanos

Se estudio la eficacia de AD-58632 y AD-60489 en la supresion del ARNm hepatico en primates no humanos. El
disefio experimental se muestra en la FIG. 29. Se administraron por via subcutanea dosis de ARNip (5 mg/kg, 2.5
mg/kg o 1.25 mg/kg) o control de PBS en un volumen de 2 ml/kg a diario durante 5 dias, después cada 2 dias
durante 3 semanas. Se evalud el silenciamiento de ARNm de ALAS1 en tejido hepatico obtenido de una biopsia
hepatica realizada en el dia 15. La biopsia se realiz6 después de una extraccion de suero y antes de la
administracion de la dosis 10 (remitase a la FIG. 29). Se extrajeron muestras de suero para el método de deteccién
de ARN extracelular circulante (cERD) (remitase al Ejemplo 21) en los dias -10, -3, 7, 15, 23, 31 y 43. Se exirajo
suero para un panel de quimica clinica en los dias -3, 6, 30 y 43. El panel de quimica clinica incluy6 la evaluacion de
los niveles de alanina-aminotransferasa (ALT), aspartato-aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP).

AD-58632 y AD-60489 suprimieron el ARNm de ALAS1 en el higado en una manera dependiente de la dosis
(remitase a la FIG. 30). AD-60489 mostr6 una eficacia mayor que AD-58632. Por ejemplo, en el nivel de dosis méas
bajo estudiado (1.25 mg/kg), AD-60489 suprimi6 el mensaje de ALAS1 relativo hasta aproximadamente un 42% del
nivel de control, mientras que AD-58632 mostr6 poca supresion a esta dosis. Con 2.5 mg/kg, AD-60489 suprimié el
mensaje de ALAS1 relativo hasta aproximadamente un 26% del nivel de control, mientras que AD-58632 suprimio el
mensaje de ALAS1 relativo hasta aproximadamente un 64% del nivel de control. Con 5 mg/kg, AD-60489 suprimié el
mensaje de ALAS1 relativo hasta aproximadamente un 21% del nivel de control, y AD-58632 suprimi6 el mensaje de
ALAST relativo hasta aproximadamente un 55% del nivel de control.

Los resultados de la quimica clinica indicaron que la atenuacion sostenida de ALAS1 utilizando los ARNip de ALAS1
fue segura y bien tolerada. No se observaron elevaciones de ALT, AST o ALP.

Ejemplo 21: Efectos de los conjguados de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60489 y AD-58632 en estudios con
primates no humanos sequn se evalua utilizando el ensayo cERD

Se evaluaron los efectos de los conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60489 y AD-58632 en primates no
humanos utilizando el método de deteccion de ARN extraceluar circulante (cERD). Este método se describe, p. €j.,
en Sehgal, A. et al. Quantitation of tissue-specific target gene modulation using circulating RNA (Pdster presentado
en el 9 de febrero de 2012 en el simposio Keystone Gene Silencing by small RNAs (Vancouver, 7-12 de febrero de
2012) y en Sehgal, A. et al. Tissue-specific gene silencing monitored in circulating RNA, RNA, 20: 1-7, con
publicacion electrénica del 19 de diciembre de 2013. Como se muestra en la FIG. 29, se tomaron muestras de suero
para el método de deteccion del ARN extracelular circulante (cERD) en los dias -10, -3, 7, 15, 23, 31 y 43.

Para el ensayo cERD, se descongelaron las muestras de suero en hielo. Se afadieron 375-400 pul de LiCl 8 M a 3-
3.5 ml de suero en tubos de ultracentrifugacion (UC, por sus siglas en inglés), y se incubaron a una temperatura de 4
°C durante al menos 1 hora. Se afadié6 PBS en la parte superior de cada tubo de UC, dejando aproximadamente 1
cm de espacio seco en la parte superior del tubo para evitar que las paredes de los tubos se rompieran durante la
centrifugacién. Los tubos se secaron para evitar que cualquier condensacion se incubara en el hielo. Las muestras
se colocaron en un Rotor MC 55 en una campana y las muestras se centrifugaron a 150 000-200 000g durante 100-
200 minutos. Se desecho6 el sobrenadante del sedimento. Se afadié 1 ml de de Trizol al sedimento en el tubo de
UC, el tubo se agit6 en vortex y el contenido se transfirié a un tubo de microcentrifugacion de 1.5 ml. Se anadieron
200 pl de cloroformo a cada tubo y el tubo se invirti6 varias veces para mezclarlo. Se preparé una muestra de cada
vez. Las muestras se centrifugaron a 13 000 RPM durante 10-20 minutos a 4 °C. La fase acuosa superior se
transfirié a un tubo de 1.5 ml nuevo (volumen de ~500 pl). Se afadié un volumen idéntico de isopropanol al 100%, 1
pl de acrilamida lineal (49) y 1/10 volumenes de NaOAc 3 M pH 5.5 o menos a cada muestra (normalmente 500 pl de
isopropanol y 50 pl de NaOAc). La muestra se centrifugd a 13 000 RPM durante 10 min a 4 °C. Se guardaron los
sobrenadantes. El sedimento se lavo dos veces con EtOH al 70% enfriado en hielo (500 ul en cada lavado) y se
centrifugé a 13 000 RPM durante ~5 min a 4 °C después de cada lavado. Se permitié que el sedimento se secara al
aire durante ~5 minutos y a continuacion se resuspendi6 en 20 pl de NF H20. Se utilizaron 10 pl en la reaccion de
ADNCc. EI ARN resuspendido se almacené a -80 °C.

Resultados

Se evalud la atenuacion del ARNm en suero utilizando el ensayo cERD correlacionado con los resultados obtenidos
de la biopsia hepatica. Remitase a la FIG. 31. Este es un resultado sorprendente debido a que ALAS1 no es una
proteina sérica. El ensayo cERD que se proporciona en la presente permite monitorizar el ARNm de ALAS1
circulante. Esto tiene la ventaja, por ejemplo, de que los niveles de ARNm de ALAS1 se pueden medir en el tiempo
sin realizar biopsias hepaticas en serie, lo que seria caro y dificil desde un punto de vista técnico.

Se determind la cinética de la atenuacion del ARNm utilizando los resulados del ensayo cERD. Remitase a la FIG.
32. AD-60489 logr6 mas de un 50% de atenuacién, incluso con una dosis de tan solo 1.25 mg/kg.
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Ejemplo 22: Estudios de sequridad de los ARNip de ALAS1

Los siguientes estudios de seguridad indican que la atenuacion sostenida de ALAS1 es segura y se tolera bien.
Estudios con primates no humanos

Como se ha descrito anteriormente (remitase al Ejemplo 20), en los estudios con primates no humanos, no se
observaron elevaciones de ALT, AST o ALP después de la administracion de AD-60489 y AD-58632.

Estudios en ratas

En ratas, se llevo a cabo un estudio de cuatro semanas con AD-58632. Se administraron 10 mg/kg del ARNip cada
dia durante 5 dias en la primera semana y después 10 mg/kg en dias alternos durante las semanas 2-4 del estudio.
La exposicion total fue de 140 mg. No se observaron sefales clinicas adversas ni cambios en el peso corporal. No
se observaron cambios relacionados con el articulo de prueba en los pardmetros hematolégicos o de coagulacion.
Ademas, no se observé una histopatologia adversa. Hubo una vacuolacion minima y una fibrosis subcapsular
minima en el rifion.

Estudios en ratones

En ratones, se evaluaron los ARNm de P450 después de la atenuacion de ALAS1. Se observaron incrementos
dependientes de la dosis minimos en Cyp2b10 48 horas después de la administracion de una formulaciéon de LNP
de ALASH1. Esto se resolvi6 en 168 horas.

Ejemplo 23: Identificacion de ARNip de ALAS1 mas eficaces utilizando estudios de la relacion estructura-
actividad

Se llevaron a cabo estudios de la relacién estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés), incluidos estudios
descritos en otros ejemplos de la presente, para identificar ARNip de ALAS1 mas eficaces derivados de los que ya
se habian identificado, p. ej., AD-58632 y AD-60489. Se estudiaron los efectos de las modificaciones quimicas. Las
modificaciones quimicas incluyen 1) modificaciones 2-O-metilo frente a 2-fluoro, 2) descenso en 2'Uf
(modificaciones 2-fluoro), 3) adicion de PS (fosforotioato), 4) utilizacién de dT internas y/o 5) acidos glicolnucleicos
(GNA). Sin desear ceiirse a la teoria, las modificaciones pueden mejorar la potencia, p. ej., mediante 1) mejor
desplegamiento o mejora de la carga RISC, o 2) mejor acoplamiento catalitico con la diana. Las modificaciones
también pueden mejorar la estabilidad de manera que los compuestos se pueden acumular y funcionar mejor
cuando se administran multiples dosis.

Se observé mejora de la actividad respecto a otros duplex (p. ej., AD-58632 y/o AD-60489) en algunos casos
(remitase a la Tabla 22B), mientras que se observé una actividad similar (remitase a la Tabla 23) o una actividad
reducida (Tabla 24) en otros casos. Estos casos se presentan meramente como ejemplos basados en el cribado de
mas de 150 ARNip. En la presente se proporciona una ejemplificacién adicional de los estudios SAR.

Tabla 22B: Actividad mejorada respecto al original

Duplex* CI50 Sentido (5’ a 3’) Antisentido (5’ a 3’)

AD-58632.10 | 0.017 GfsasAfaGfaGfuGfUfCfuCfaUfcUfuCfuUfL | asAfsgAfaGfaUfgAfgacAfcUfcUfuUfcs

(original) 96 (SEQ ID NO: 4192) usg (SEQ ID NO: 4193)

AD-80643.1 0.004 GfsasAfaGfAfGfuGfdTcucaucuucuul 96 asAfsgAfaGfaugAfgAfcAfcucuuucsusg
(SEQ ID NO: 4194) (SEQ ID NO: 4195)

AD-60489.3 0.010 CfsasGfaAfaGfaGfUfGfuCfuCfaUfcUfuAfL | usAfsaGfaUfgAfgAfcacUfcUfuUfcUfgs

(original) 96 (SEQ ID NO: 4196) gsu (SEQ ID NO: 4197)

AD-60879.1 0.001 CfsasGfaAfaGfaGfdTGfuCfuCf(Agn)UfscU | usAfsaGfaUfgAfgAfcacUfcdTuUfcUfgs
fsuAfsL96 (SEQ ID NO: 4198) gsu (SEQ ID NO: 4199)

*El nimero tras el punto decimal en un nombre de un dlplex en esta y otras tablas simplemente se refiere a un
numero de la produccion en lotes
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Tabla 23: Actividad similar respecto al original pero mayor estabilidad

Duplex CI50 Sentido (5’ a 3’) Antisentido (5’ a 3°)
AD- 0.017 | GfsasAfaGfaGfuGfUfCfuCfaUfcUfuCfuUfL96 | asAfsgAfaGfaUfgAfgacAfcUfcUfuUfcsusg
58632.10 (SEQ ID NO: 4200) (SEQ ID NO: 4201)
(original)
AD-60839.1 0.014 gsasaagaGfuGfuCfucaucuucuul96 (SEQ ID | asAfsgAfaGfaugAfgacAfcucuuucsusg
) NO: 4202) (SEQ ID NO: 4203)

Tabla 24: Actividad reducida respecto al original

Duplex CI50 | Sentido (5’ a 3’) Antisentido (5’ a 3°)

AD- 0.01 GfsasAfaGfaGfuGfUfCfuCfaUfcUfuCfuUfL | asAfsgAfaGfaUfgAfgacAfcUfcUfuUfcsusg
58632.10 7 96 (SEQ ID NO: 4204) (SEQ ID NO: 4205)

(original)

AD- 0.80 | GfsasAfaGfAfGfuGfdTcucaucuucuul96 asAfsgAf(Agn)GfaUfgAfgacAfcUfcUfuUfcsus
60886.1 1 (SEQ ID NO: 4206) g (SEQ ID NO: 4207)

Ejemplo 24: Estudios de la reacion estructura-actividad in vitro de AD-58632

Se generaron AD-58632 y derivados de ARNip de AD-58632 y se cribaron algunos ARNip in vitro para determinar la
actividad. En la Tabla 1 se proporcionan las abreviaturas para las modificaciones quimicas.

Actividad in vitro con ARNip 10 nMy 0.1 nM

Se estudié la actividad in vitro de los ARNip para suprimir el ARNm de ALAS1 en células Hep3B que se
transfectaron utilizando Lipofectamine2000 como un reactivo de transfeccion. Los experimentos se realizaron con las
concentraciones de ARNip indicadas (p. €j., 0.1 nM, 10 nM) y se analizaron mediante el ensayo de ADN ramificado
(ADNr) 24 horas después de la transfeccion. Los resultados se expresan como ARNm restante porcentual relativo al
ARNip AD-1955, un ARNip no dirigido que se utiliz6 como control negativo.

Las secuencias de los ARNip y los resultados de las pruebas in vitro se proporcionan en la Tabla 25, Tabla 26 y
Tabla 27.
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Como se muestra en la tabla anterior, en este cribado in vitro, los ARNip que proporcionan la supresion de ARNm de
ALAS1 mayor (mé&s de un 80% de supresion, de modo que permanece menos de un 20% del ARNm) con la
concentracion de 10 nM incluyeron AD-58632, AD-60472, AD-60423, AD-60445, AD-60423, AD-60417, AD-60466,
AD-60473, AD-60434, AD-60448, AD-60460, AD-60411, AD-60481, AD-60486, y AD-60453, AD-60480, AD-60405,
AD-60477, AD-60461, AD-60470, AD-60467, AD-60482, AD-60446, AD-60555, AD-60454, AD-60469 y AD-60463.
Ademas, en este cribado in vitro, los ARNip que proporcionan la mayor supresion de ARNm de ALAS1 (mas de un
30% de supresion, de modo que permanece menos de un 70% del ARNm) con la concentracion de 0.1 nM
incluyeron AD-60423, AD-58632, AD-60434, AD-60423, AD-60466, AD-60419, AD-60438, AD-60448, AD-60460,
AD-60473, AD-60411, AD-60405, AD-60472, AD-60477, AD-60417, AD-60480, AD-60482, AD-60421, AD-60560,
AD-60433, AD-60481, AD-60475, AD-60555, AD-60437, AD-60550, AD-60415, AD-60463 y AD-60443.

Como se muestra en la siguiente tabla, las pruebas de mas ARNm mostraron que los siguientes duplex
proporcionaron mas de un 80% de supresién con la concentracién de 10 nM: AD-58632, AD-60405, AD-60423, AD-
60434, AD-60445, AD-60480, AD-60460 y AD-60466, y los siguientes duplex proporcionaron mas de un 30% de
supresion con la concentracion de 0.1 nM: AD-58632, AD-60405, AD-60423, AD-60434, AD-60419, AD-60480, AD-
60460 y AD-60466.
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C150 basadas en la actividad in vitro

De manera similar a los experimentos descritos anteriormente, se realizaron mas experimentos de dosis-respuesta
con una concentracion final del diplex de 10 nM, 1.66667 nM, 0.277778 nM, 0.046296 nM, 0.007716 nM, 0.001286
nM, 0.000214 nM y 3.57E-05 nM, y se calcularon las CI50.
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Como se muestra en la Tabla 28, los siguientes duplex tuvieron una CI50 inferior a 0.01 nM: AD-60845, AD-60843,
AD-60849, AD-60820, AD-60848, AD-60822, AD-60826, AD-60819 y AD-60460.

Los siguientes duplex tuvieron una CI50 inferior a 0.02 nM: AD-60845, AD-60843, AD-60849, AD-60820, AD-60848,
AD-60822, AD-60826, AD-60819, y AD-60460, AD-60841, AD-60842, AD-60846, AD-60847, AD-60838, AD-60419,
5 AD-60839, AD-60835, AD-586320, AD-60844, AD-60850 y AD-60830.

Los siguientes duplex tuvieron una CI50 inferior a 0.05 nM: AD-60845 , AD-60843, AD-60849, AD-60820, AD-60848,
AD-60822, AD-60826, AD-60819, y AD-60460, AD-60841, AD-60842, AD-60846, AD-60847, AD-60838, AD-60419,
AD-60839, AD-60835, AD-586320, AD-60844, AD-60850, AD-60830, AD-60423, AD-60834, AD-60419, AD-60434,
AD-60825, AD-60837, AD-60823, AD-60824, AD-60840, AD-60829, AD-60893, AD-60832 y AD-60827.

10 Ejemplo 25: Estudios de la relacion estructura-actividad in vivo de AD-58632

Se generaron derivados del ARNip original AD-58632 y se cribaron in vivo en ratas. Las secuencias de ARNip que
se cribaron se proporcionan en la siguiente tabla.
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Se administr6é una Unica dosis de 5 mg/kg de ARNip. El dia 5 tras la administracién del ARNip, se realizaron medidas
del ARNm de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) y ARNm de GAPDH de rata (rGAPDH) utilizando un ensayo de
ADNr, y se determinaron los niveles tisulares del farmaco utilizando gPCR. Los resultados se proporcionan en la
FIG. 33 y FIG. 34. Como se muestra en la FIG. 33, al menos diez duplex (AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-
60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925 y AD-60926) que se cribaron mostraron una mejora
de la supresion del ARNm de ALAS1 en comparacién con AD-58632. Ademas, como se muestra en la FIG. 34, estos
duplex (con la excepcién de AD-60926) lograron concentraciones hepaticas mas elevadas que AD-58632.

Ejemplo 26: Eficacia de AD-60925 y AD-60926 en un modelo de AIP en rata

Se estudié la eficacia terapéutica de AD-60925 y AD-60926 (descritos en el ejemplo anterior) en un modelo de AIP
en rata. Se muestra el disefio experimental en la parte superior de la FIG. 35. Las ratas fueron tratadas con PBS 0 3
mg/kg de ARNip de ALAS1-GalNAc tres veces por semana, fenobarbital (PB) y ARNip de PBGD en una formulacién
de LNP AF11 (AF11-PBGD) en los momentos indicados en la FIG. 35. Las ratas de control recibieron el ARNip de
PBGD solo, sin induccién con fenobarbital.

Los resultados se muestran en la FIG. 35, FIG. 36 y FIG. 37. Administrar fenobarbital indujo la expresién de ARNm
de ALAST1 e incrementd los niveles de PBG y ALA en orina, en comparacion con el control. El tratamiento con un
total de ocho dosis de 3 mg/kg de AD-60925 o AD-60926 tres veces a la semana suprimié el ARNm de ALAS1 (FIG.
35), PBG en orina (FIG. 36 y FIG. 37, parte superior) y ALA en orina (FIG. 36 y FIG. 37, parte inferior). El
fenobarbital indujo incrementos en ARNm de ALAS1, PBG y ALA en orina. La evolucién temporal de los efectos del
tratameinto se muestra en la FIG. 37. Las flechas indican los puntos temporales en los que se administré PB. El
tratamiento con ARNip previno los incrementos inducidos por fenobarbital en ARNm de ALAS1, PBG y ALA en orina.

Tanto AD-60925 como AD-60926 mostraron la eficacia terapéutica del tratamiento de AIP. AD-60925 fue alun mas
eficaz que AD-60926 al suprimir ARNm de ALAS1, ALA en orina y PBG en orina.

Ejemplo 27: Estudios adicionales de la relacién estructura-actividad in vivo de AD-58632

Se generaron y cribaron in vivo en ratas derivados del ARNip original AD-58632.

Cribado in vivo, parte |

Las secuencias de los ARNip que se cribaron se proporcionan en la siguiente tabla.
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A las ratas se les administraron cuatro dosis de 2.5 mg/kg de ARNip bisemanalmente (dos veces por semana)
durante dos semanas. 72 horas después de la administracién de la Ultima dosis de ARNip, se sacrificaron los
animales y se realizaron medidas de los niveles de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) y ARNm de GAPDH de rata
(rGAPDH) utilizando el ensayo de ADNr.

Como se muestra en la FIG. 38, al menos cuatro de los ARNip (AD-60820, AD-60843, AD-60819 y AD-61140) que
se estudiaron mostraron una mejora de la supresion del ARNm de ALAS1 en comparacion con AD-58632.

Cribado in vivo, parte Il

Las secuencias de los ARNip que se cribaron se proporcionan en la siguiente tabla.
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A las ratas se les administré una Unica dosis de 2.5 mg/kg de ARNip. 72 horas después de la administracion del
ARNip, se realizaron medidas de ARNm de los niveles de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) y ARNm de GAPDH de
rata (rGAPDH) utilizando el ensayo de ADNr.

Como se muestra en la FIG. 39, los ARNip AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-
61145 y AD-61146 mostraron una mejora de la supresion de ARNm de ALAS1 en comparacién con AD-58632. El
ARNip que proporciond la supresion mayor en este experimento fue AD-60835.

Ejemplo 28: Estudios de la relacion estructura-actividad in vitro de AD-60489

Se generaron AD-60489 y ARNip derivados de AD-60489 y algunos ARNip se cribaron in vitro para determinar su
actividad. La actividad in vitro de los ARNip para suprimir el ARNm de ALAS1 se estudié tal como se ha descrito en
el Ejemplo 24. Las secuencias de ARNip y los resultados de los estudios in vitro se proporcionan en las siguientes
tablas.
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En el cribado in vitro para el cual se muestran los resultados en la tabla anterior, los ARNip que proporcionaron la
mayor supresion de ARNm de ALAS1 (mas de un 80% de supresion, de modo que permanecié menos de un 20%
del ARNm) con una concentraciéon de 10 nM incluyeron AD-60501, AD-60592, AD-60591, AD-60513, AD-60507, AD-
60587, AD-60519, AD-60593, AD-60583, AD-60524, AD-60489, AD-60495, AD-60506 y AD-60582.

En el cribado in vitro para el cual se muestran los resultados en la tabla anterior, los ARNip que proporcionaron la
mayor supresion del ARNm de ALAS1 (mas de un 30% de supresion, de modo que permanecié menos de un 70%
de ARNm) con una concentracion de 0.1 nM incluyeron AD-60592, AD-60591, AD-60593, AD-60587, AD-60583, AD-
60589, AD-60501, AD-60507, AD-60585, AD-60489, AD-60513, AD-60582, AD-60519, AD-60541, AD-60570, AD-
60584, AD-60569, AD-60558, AD-60573, AD-60556, AD-60495, AD-60523, AD-60566 y AD-60544.

Como se muestran en la siguiente tabla, el estudio de mas ARNip revel6 que los siguientes duplex proporcionaron
mas de un 80% de supresién con una concentracién de 10 nM: AD-60489, AD-60495, AD-60501, AD-60507, AD-
60513, AD-60519, AD-60583, AD-60591, AD-60592 y AD-60593, y los siguientes dlplex proporcionaron mas de un
30% de supresidon con una concentracion de 0.1 nM: AD-60489, AD-60495, AD-60501, AD-60507, AD-60513, AD-
60519, AD-60583, AD-60591, AD-60592 y AD-60593.
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Como se muestra en la tabla anterior, una serie de duplex mostraron eficacia para suprimir ARNm de ALAS1. Los
siguientes duplex tuvieron una CI50 de menos de 0.01 nM:_AD-60879, AD-60859, AD-60863, AD-60854, AD-60882,
AD-60874, AD-60883, AD-60875, AD-60501, AD-60593, AD-60853, AD-60877, AD-60878, AD-60871 y AD-60873.
Los siguientes duplex tuvieron una CI50 de menos de 0.02 nM:_AD-60879, AD-60859, AD-60863, AD-60854, AD-
60882, AD-60874 , AD-60883, AD-60875, AD-60501, AD-60593, AD-60853, AD-60877, AD-60878, AD-60871, AD-
60873, AD-60489, AD-60592, AD-60894, AD-60489, AD-60870, AD-60862, AD-60858, AD-60592, AD-60591, AD-
60872, AD-60866, AD-60905, AD-60857, AD-60513 y AD-60861. Los siguientes duplex tuvieron una CI50 de menos
de 0.05 nM:_AD-60879, AD-60859, AD-60863, AD-60854, AD-60882, AD-60874, AD-60883, AD-60875, AD-60501,
AD-60593, AD-60853, AD-60877, AD-60878, AD-60871, AD-60873, AD-60489, AD-60592, AD-60894, AD-60489,
AD-60870, AD-60862, AD-60858, AD-60592, AD-60591, AD-60872, AD-60866, AD-60905, AD-60857, AD-60513,
AD-60861, AD-60583.2, AD-60902.1, AD-60881.1, AD-60519.2, AD-60507.2, AD-60591.3, AD-60851.1, AD-60896.1
y AD-60537.2.

Ejemplo 29: Estudios de la relacion estructura-actividad in vivo de AD-60489

Se generaron y cribaron in vivo en ratas derivados del ARNip original AD-60489.

Cribado in vivo 1 de derivados de AD-60489

Las secuencias de los ARNip que se cribaron se proporcionan en la siguiente tabla.
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A las ratas se les administr6 una Unica dosis de 3 mg/kg de ARNip. 5 dias después de la administracion del ARNip,
se realizaron medidas de ARNm de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) y ARNm de GAPDH de rata (rGAPDH)
utilizando un ensayo de ADNr, y se determinaron los niveles tisulares del farmaco (ARNip) utilizando qPCR.

Como se muestra en la FIG. 40 (parte superior), los ARNip AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900 y
AD-60935 mostraron una mejora de la supresion del ARNm de ALAS1 en comparacién con AD-60489. Los ARNip
AD-60519, AD-60901, AD-60495 y AD-60935, lograron niveles hepaticos mas elevados que AD-60489 (remitase a la
FIG. 40, parte inferior). Por lo tanto, la mayoria de los duplex que proporcionaron una mejora de la supresion del
ARNm de ALAS1 también lograron niveles hepaticos méas elevados.

Al menos para los duplex AD-60489, AD-60519 y AD-60901, la eficacia se correlaciond con los niveles hepaticos del
ARNip (remitase a la FIG. 41), de modo que un nivel méas elevado de ARNip en el higado se asocié con una mayor
supresion del ARNm de ALAS1.

Cribado in vivo 2 de derivados de AD-60489

Las secuencias de los ARNip que se cribaron se proporcionan en la siguiente tabla.
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A las ratas se les administr6 una unica dosis de 2.5 mg/kg de ARNip. 5 dias después de la administracion del ARNip,
se realizaron las medidas del ARNm de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) y ARNm de GAPDH de rata (rGAPDH)
utilizando el ensayo de ADNr.

Como se muestra en la FIG. 42, los ARNip AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-
61193 y AD-60519 mostraron una mejora de la supresion del ARNm de ALAS1 en comparaciéon con AD-60489.

Ejemplo 30: Multiples dosis mejoran la potencia

Para estudiar los efectos de la administracion de multiples dosis de ARNip, se administr6 a ratas (n=3 por grupo)
PBS o un ARNip (AD-58632, AD-60925, AD-60419, AD-60445, AD-60892, AD-60489, AD-60519 o AD-60901) en
una dosis de 2.5 mg/kg dos veces a la semana durante 2 semanas. Los niveles de ARNm de ALAS1 de rata
(rALAS1) y ARNm de GAPDH de rata (rGAPDH) se evaluaron utilizando el ensayo de ADNr.
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Como se muestra en la FIG. 43, los ARNip derivados de AD-58632 AD-60892, AD-60419, AD-60445 y AD-60925,
mostraron una mejora de la supresion de ARNm de ALAS1 en comparacién con el AD-58632 original. Ademas, los
ARNip derivados de AD-60489 AD-60519 y AD-60901 mostraron una mejora de la supresién del ARNm de ALAS1
en comparacion con el AD-60489 original.

Ejemplo 31: Estudios con multiples dosis con AD-60519 y AD-60489

Se estudio la eficacia terapéutica de AD-60519 en un modelo de AIP en rata. El disefio experimental se muestra en
la FIG. 44 (parte superior). Las ratas se trataron con PBS o con 2.5 mg/kg o 5 mg/kg ARNip de ALS1-GalNAc dos
veces a la semana durante tres semanas. Se administraron fenobarbital (Fenobarb) y un ARNip de PBGD en una
formulacion de LNP AF11 en los momentos indicados en la FIG. 44. Un grupo de control recibié PBS y el ARNip de
PBGD solo, sin induccién con fenobarbital. Se recogié orina en los dias 18-19 del estudio.

Los resultados se muestran en la FIG. 44 (parte inferior). La administracién de fenobarbital y PBS indujo la expresion
de ARNm de ALAS1 e increment6 los niveles de PBG y ALA en orina (remitase a la FIG. 44), en comparacién con
PBS solo. El tratamiento con un total de seis dosis de 2.5 0 5 mg/kg de AD-60519 dos veces a la semana suprimio
los incrementos inducidos por fenobarbital en PBG en orina y ALA en orina (FIG. 44). Estos resultados demuestran
que AD-60519 es eficaz para suprimir ALA y PBG cuando se administran dosis repetidas de tan solo 2.5 mg/kg. En
particular, AD-60519 fue eficaz para reducir los incrementos en los niveles en orina de PBG y ALA asociados con
ataques agudos en el model de AIP en rata.

En estudios adicionales que utilizan el mismo disefio experimental pero en un modelo en ratéon (remitase a la
representacion esquematica en la parte superior de la FIG. 44), se estudi6 la eficacia terapéutica de AD-60519 y AD-
60489 para suprimir los incrementos inducidos por fenobarbital de PGB y ALA en suero. En el grupo de control con
PBS (“solucion salina”), la administracién de fenobarbital incrementé los niveles de PBG y ALA en suero (remitase a
la FIG. 45), en comparacion con PBS solo. El tratamiento con un total de seis dosis de 2.5 0 5 mg/kg de AD-60519 o
AD-60489 dos veces a la semana suprimié los incrementos inducidos por fenobarbital de PBG en suero y ALA en
suero (FIG. 44). Estos resultados demuestran que tanto AD-60519 como AD-60489 son eficaces para suprimir ALA y
PBG cuando se administran dosis repetidas de tan solo 2.5 mg/kg. En particular, AD-60519 y AD-60489 son eficaces
para reducir los incrementos de PBG y ALA en suero asociados con los ataques agudos.

Debido a que los tratamientos en este ejemplo se administraron antes de la inducciéon con fenobarbital, estos
resultados indican que AD-60519 y AD-60489 tienen efectos profilacticos.

Ejemplo 32: Secuencias de ARNip adicionales

También se han generado las siguientes secuencias de ARNip derivadas de AD-58632 (Tabla 39) y derivadas de
AD-60489 (Tabla 40).

194



ES 2804510 T3

BsnsojnniNaiNolvYalYBIYBiNelDeOs)yse
Bsnsonnnonayyoebyybneioelybs)yse
Bsnsonnnonopy oy BiybBneioeybsiyse
BsnsojNniNoiN2volvBlvBiNelOelYbs)yse
Bsnsonnnonoyyoebyybneinelybsiyse
BsnsonnnonopyopyBiyBneioelybsiyse

Bsnsojn niNaNoIvoIYBlvBINeIOE) YOS YSE
Bsnsonnnonayyoebyybnejoelybs)yse

BsnsonnnonopyolybiyBneinelybsiyse

BsnsojnniNaIN IV aAVBIYBINeIDe.IOS)YSe
Bsnsonnnonoyyoelyybnejoeybsiyse
BsnsonnnoanapyoybiyBnejoelybsiyse
BsnsojNniNaIN IV IAVBIYBINEIDEBIVDS)YSE
Bsnsonnnonayyoelyybneioelybsyyse
BsnsonnnonopyolybiybBneinelybsiyse
Bsnsoin niNaN2sYLYBIVBINelDe YOSIySe
Bsnsonnnonayyoelyybnejoelybsiyse
BsnsonnnanapyolyblybBneloe)ybsiyse

(.£-.6) opnussiiue elousndsg

g6 NNoNNanesni] | pionjoebeesesH
g6 NNoNnanean}) | pionjoebeesesH
967NNoNN2NeaN}) | pionjoebeesesd
9671NNANNoNESNIONIONIOEBEESESD
961NNaNNoNEDNIDNIONIOEBEESESH
g NNannaneanyynionjoebeesesH

861
NNON(UBL)oINBLONID LPIDNIDBIDEIYSESID

g61
NYONUBLIANEIIND LD NSBIOEIYSES)D)

961
yON(UB 1 oINeIonNkD LPIO NS RIS B SES)S)

967 INNJONNONEBIDNID NYONOBID BJYSESIO
967 TNNJONNINEJDONIDNIONOBID BJYSESIO
967 TNNJONNONEBIDNID NYONOBID BJYSESIO

9671NNANNINEIND | PIONOIVIO BJYSESIO
9671NNONNINEIND | PIONJOIVIO BJYSESIO
9671NNONNINEOND | PIONJOIVIO BYSESIO

96 NNaN(UB 1)aneonanoNoIIOelYSesio

96 nNnaN(ub 1 )oneonanoNoIVIOeIYSesIO

96 nnan(ub | )aneonanjoniovioelysesio

(,£-.G) opnuss elousnIag| |ap aIGWON | |

6€809-0V
£6809-QV

£2809-QV
61809-QV

Lv¥809-AV
£¥809-aVv

¥2809-AV
¢0809-aV

G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€/8
G68-¢.8
G68-€.8

G68-€/8

G68-€.8

G68-€.8
G68-¢.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8
G68-€.8

7889000 WN ue

xe|dnp| opnussnue Blousnoes

Z£985-QV 9P SEPEALISp SEIOUSaNJ3S 6 B|qeL

ap euelp

solis| ‘:ON

GLes
€Les
L12s
602G
10¢S
G0cs

€0¢s
10cS

661G
161G
G619
€6LS
161G
681G
L8LSG
G8lLs
€8lLg
18LS

(opnussiue)

434
[A%4Y]
0lcs
802G
90¢S
¥0cs

¢0cs
00c¢s

861G
961G
v61G
c6lg
061G
881G
981G
¥81G
¢8lg
081G

(opnuss)

ar  D3IS|‘ON dl ©3s

195



ES 2804510 T3

nsBsB)NNNINAN AV IVBIVBINEBIDINYS)YSN
nsBsBinoNN1pasN2edYBivBINEIOBSHYSN
nsBsbna| pnna | poyoybivB | pejoesiysn
nsBsbin23NNiN24N2eRYBIVBINEIOEBS)YSN
nsBsB)NoJNNINOINAYYIVBIVBINEIDIYSI VSN
nsBsBinoynn1paNoesybivbineioes)ysn
nsBsBno | pnna | polyopyBiyB | pejoes)ysn

nsBsbinainninainoeaybivbineloesiysn
nsBsB}NoINNINDINOIYIIYOIVBINBIONYSIYSN
nsBsBinoiNn | poinoealybiybineloesiysn

nsBsbno | pnno | poyyaryBivb | peloes)ysn

(,£-.G) opnussijue elousndag

gsTennanejonONHNORjOEEEBSESD  §L509-AY £68-1./8

96eNNaNeD D NONIDEIO EEElSESD €68-1.8

g6ennanejonONHNOeIOEEEBSESD  9/809-QY £68-1./8

9671eNNa(ub 1 JeononBnjoyyioeeebseso|  19809-AvY £68-1/8

967enna(ub ] JeononBnjojvioeeehseso|  59809-QY £68-1./8

9671eNnNa(ub | )eonanbnioyioeeebseso €68-1.8

9671enno(ub | )eononbniopyioeeebsesd  //809-QY €68-1.8
967184vN

sinosyN(uByyONIONO LRI DEBIOEIYEIDSES)) £68-1./8
267184y

$Nos)NUBYIONDND LYOBIDBVRIDSES)D £68-1./8

967N 6/809-AV

SesINUBY RO OND LADBIOBIYEIOSESD) £68-1./8
967184vN

snasIN{uBy JonIDNo LpIOBIOE)YEIDSES)) €68-1.8

¥'889000 NN

us opnuasiue

xaidnp e|ousnoss

(.£-.G) opinuss BIOUBNIAG| [P SIJWON| B| 8p BUBIP SONBIS :ON

68709-QV 9P SEPEALISp SBIJUaND3S 0y BlgeL

1€¢S
gecs
€€eCs
L€cs
62¢S
1¢¢s
Gees

€¢Cs
LZes
61cG

Lles

(opnuasnue)

9€¢s
454
cees
0€ecs
8¢cs
9¢cs
¥ees

cecs
0¢es
81¢g

91¢s

(opnuss)

ar O3S|‘ON dl b3S

196



10

15

20

ES 2804510 T3

Ejemplo 33: Estudios de multiples dosis adicionales con AD-60519

Se estudié la eficacia terapéutica de AD-60519 en un modelo de AIP en rata como el utilizado en el Ejemplo 31. El
disefio experimental se muestra en la FIG. 46 (parte superior). Las ratas se trataron con PBS o 3 mg/kg, 1 mg/kg o
0.3 mg/kg de ARNip de ALAS1-GalNAc una vez a la semana durante cuatro semanas (tratamiento en el dia 0, dia 7,
dia 14 y dia 21). Se administraron fenobarbital (Fenobarb) y un ARNip de PBGD en una formulacion de LNP AF11
en los momentos indicados en la FIG. 46. Un grupo de control recibié PBS y el ARNip de PBGD solo, sin induccién
con fenobarbital. La orina se recogio en el dia 25 del estudio.

Los resultados se muestran en la FIG. 46 (parte inferior) y en la FIG. 47. La administracién de fenobarbital y PBS
indujo la expresion de ARNm de ALAS1 e incrementd los niveles de PBG y ALA en orina, en comparacion con PBS
solo. El tratamiento con un total de cuatro dosis de 3 mg/kg, 1 mg/kg o 0.3 mg/kg de AD-60519 una vez a la semana
suprimié los incrementos inducidos por fenobarbital de los niveles de ARNm de ALAS1 de rata en el higado en una
manera dependiente de la dosis (remitase a la FIG. 46). (Los niveles de ARNm de ALAS1 de rata (rALAS1) en el
higado se expresan en relacién con los niveles de ARNm de GAPDH de rata). Los niveles de PBG en orina 'y ALA en
orina también mostraron efectos del tratamiento dependientes de la dosis.

Las dosis semanales repetidas de AD-60519 fueron eficaces para suprimir la expresion de ARNm de ALAS1 y para
reducir los niveles elevados de ALA y PBG asociados con ataques agudos inducidos en un modelo de AIP en rata.
Estos efectos del tratamiento fueron dependientes de la dosis. Estos resultados ilustran que AD-60519 puede actuar
de manera profilactica cuando se administran dosis antes de un ataque.

Ejemplo 34: Efectos de multiples dosis de conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc en primates no humanos

Se estudiaron los efectos de conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc para suprimir el ARNm de ALAS1 en el
higado y ARNm de ALAS1 circulante en un estudio en primates no humanos (NHP). Se emplearon los conjugados
de GalNAc AD-58632, AD-60519, AD-61193 y AD-60819. El disefio del estudio se muestra en la Tabla 41 y en la
FIG. 48.

Tabla 41: Disefo del estudio con NHP

Articulo de | N.2 de | N Nivel de dosis Conc de la | Frecuencia | Dias de la | Volumen Ruta de
prueba grupo dosis de la dosis | dosis de la dosis | la dosis
(mg/kg)
(mg/ml) (ml/kg)

AD-58632 1 3 2.5 1.25 Cadadiax | 1,2,3,4,|2 SC
5Sem 1, 5, 8, 11,
15, 18,
Dos veces | 22 25

a la
semana
Sem 2-4

AD-60519 2 3 1.25 0.625 Cada dia x
5Sem1,

Dos veces
a la
semana
Sem 2-4

3 3 25 1.25 Cada dia x
5Sem 1,

Dos veces
a la
semana
Sem 2-4
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(continuacion)

4 3 25 1.25 Cadadiax | 1, 2, 3, 4,
5Sem1, 5, 11, 18,
25
Cada
semana
Sem 2-4
5 3 5 25 Cada dia x
5Sem1,
Cada
semana
Sem 2-4
AD-61193 6 3 25 1.25 Cadadiax | 1, 2, 3, 4,
5S8em 1, 5, 8, 11,
15, 18,
Dos veces | 22, 25
a la
semana
Sem 2-4
AD-60819 7 3 25 1.25 Cadadiax | 1, 2, 3, 4,
5Sem 1, 5, 8, 11,
15, 18,
Dos veces | 22 25
a la
semana
Sem 2-4

Cada grupo recibié6 multiples dosis subcutaneas de un conjugado de ANRip de ALAS1-GalNAc en un volumen de
dosis de 2 mg/ml. El Grupo 1 (n=3) recibi6 2.5 mg/kg de AD-58632 de 1.25 mg/ml en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 15,
18, 22 y 25. El Grupo 2 (n=3) recibi6é 1.25 mg/kg de AD-60519 de 0.625 mg/mlen 1,2, 3, 4,5, 8, 11,15, 18,22y 25.
El Grupo 3 (n=3) recibié 2.5 mg/kg de AD-60519 de 1.25 mg/ml en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 y 25. El
Grupo 4 (n=3) recibi6é 2.5 mg/kg de AD-60519 de 1.25 mg/ml en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 11, 18 y 25. El Grupo 5 (n=3)
recibié 5 mg/kg de AD-60519 de 2.5 mg/ml en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 11, 18, y 25. El Grupo 6 (n=3) recibié 2.5 mg/kg
de AD-61193 de 1.25 mg/ml en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 y 25. El Grupo 7 (n=3) recibié 2.5 mg/kg de
AD-60819 de 1.25 mg/mlenlos dias 1, 2, 3, 4,5, 8, 11, 15, 18, 22 y 25.

Las muestras de suero para un ensayo de deteccién de ARN extracelular circulante (cERD) (remitase al Ejemplo 21)
se recogieron en los dias -3, 7, 13, 21, 27, 39, 46 y 60 (en la FIG. 48, “Extracciones PD” indica los dias en los que se
recogio el suero). El suero se recogid para un panel de quimica clinica en los dias -3 y 6. El panel de quimica clinica
incluy6 la evaluacion de los niveles de alanina-aminotransferasa (ALT), aspartato-aminotransferasa (AST) vy
fosfatasa alcalina (ALP). Se evalu6 el silenciamiento del ARNm de ALAS1 en tejido hepatico obtenido de una biopsia
hepatica realizada el dia 21 (remitase a la FIG. 48). La biopsia se realiz6 después de una extraccion de suero.

Supresién de los niveles de ARNm de ALAS1 en el higado

Los niveles de ARNm de ALAS 1 en el higado en el dia de estudio 21 se muestran en la FIG. 49. Los resultados se
muestran como un porcentaje del nivel promedio observado en un grupo de control tratado con PBS. Los resultados
se muestran como los valores promedio para cada grupo de tratamiento.

Estos resultados presentados en la FIG. 49 demuestran que en comparacion con los animales de control que
recibieron tratamiento con PBS, todas las condiciones de tratamiento fueron eficaces para suprimir los niveles en el
higado de ARNm de ALAS1. Los tratamientos lograron un silenciamiento de ARNm comprendido entre
aproximadamente un 20% y un 80% (correspondiente a niveles de ARNm de ALAS1 comprendidos entre
aproximadamente un 80% y un 20% de los niveles de control).

Los animales individuales que recibieron AD-58632 mostraron un silenciamiento de aproximadamente un 20-50%,
siendo el nivel promedio de silenciamiento de aproximadamente un 40% (los niveles de ARNm de ALAS1 estuvieron
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de promedio en aproximadamente un 60% de los niveles de control). Con todas las programaciones posoldgicas
empleadas, AD-60519 fue sumamente eficaz para suprimir los niveles de ARNm de ALAS1. Los animales
individuales que recibieron AD-60519 mostraron un silenciamiento de entre aproximadamente un 60% y un 80% (los
niveles de ARNm de ALAS1 fueron de aproximadamente un 20% a un 40% de los niveles de control). De promedio,
los regimenes de tratamiento AD-60519 lograron un silenciamiento de entre aproximadamente un 65% y un 75%.
Como se describe en la presente, AD-60519 es un derivado de AD-60489. Se describen resultados similares para
AD-60489 en el Ejemplo 20 y se muestran en la FIG. 30. Ademés, AD-61193 (un derivado de AD-60489) y AD-
60819 (un derivado de AD-58632) también lograron un silenciamiento de mas de un 50%. Cabe destacar que los
niveles de silenciamiento mencionados en este ejemplo y en el Ejemplo 20 (p. ej., de aproximadamente un 20% a un
80%) se lograron incluso en un estado “no inducido”; se anticipa que en un estado inducido, p. €j., cuando los
niveles de ALAS1 estén elevados de manera crénica o aguda (p. €j., en un paciente que tiene o esta en riesgo de
tener porfiria, p. ej., una porfiria hepética aguda, p. ej., AIP), niveles mas bajos de silenciamiento, p. €j., reduccion de
los niveles de ARNm de ALAS1 hasta niveles normales o anteriores al ataque, puedan ser suficiente para lograr una
eficacia terapéutica.

Supresién de los niveles de ARNm de ALAS1 extracelular circulante

La FIG. 50 muestra los niveles de ARNm de ALAS1 extracelular circulante (medias y desviaciones estandar) en cada
punto temporal a lo largo del estudio cuando se obtuvieron las muestras de suero. Los resultados de ARNm de
ALAS1 extracelular circulante demuestran eficacia del silenciamiento de ARNm tras el tratamiento multidosis con
cada uno de los ARNip estudiados (AD60519, AD-61193, AD-60819 y AD-58632). En todos los grupos, el efecto de
supresion mayor en el ARNm de ALAST circulante se observé en el dia 27, tras la dosis final de ARNip en el dia 25.
En todos los grupos de tratamiento, durante las semanas después del cese del tratamiento, los niveles de ARNm de
ALASH1 se incrementaron gradualmente y volvieron al punto de referencia en la medida final del dia 60.

La supresién mas pronunciada de ARNm de ALAS1 circulante (silenciamiento maximo de casi un 80%) se observo
en el Grupo 3 (2.5 mg/kg de AD-60519 cada dia x 5, dos veces a la semana x 3) y el Grupo 5 (5 mg/kg de AD-
60519, cada dia x 5, cada semana x 3). El Grupo 2 (1.25 mg/kg de AD-60519, cada dia x 5, dos veces a la semana x
3), Grupo 4 (2.5 mg/kg de AD-60519, cada dia x 5, cada semana x 3), Grupo 7 (2.5 mg/kg de AD-60819, cada dia x
5, dos veces a la semana x 3) y el Grupo 6 (2.5 mg/kg de AD-61193, cada dia x 5, dos veces a la semana x 3)
también mostraron una supresion excelente, con un silenciamiento maximo (dia 27) superior a un 50%. En el grupo
1, también se logroé un silenciamiento notable (méas de un 30% en el dia 27).

Los resultados concuerdan con los resultados de ARNm de ALAS1 en el higado y confirman la potente actividad de
AD-60519. Con niveles de dosis de tan solo 1.25 mg/kg, AD-60519 proporciond un 65-75% de silenciamiento.

Correlacion entre los niveles de ARNm de ALAS1 circulante y en el higado

La FIG. 27 muestra los niveles de ARNm de ALAS1 en el higado (barras de la izquierda) y en suero (barras de la
derecha). Existe una buena correlacion entre los niveles de ARNm de ALAST1 relativo medidos en el higado y suero,
lo que indica que estas medidas proporcionan resultados coherentes.

Ejemplo 35: Estudios con dosis Unica en rata de AD-60519 y AD-60589 utilizando un ensayo cERD en orina
para monitorizar la duracidn de la supresion de ARNm de ALAS1

Se llevo a cabo un estudio de dosis Unica en ratas utilizando los conjugados de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60489
y AD-60519. La eficacia de estos conjugados de GalNAc para inhibir la expresién de ARNm de ALAS1 se monitorizo
utilziando evaluaciones de orina con un ensayo de deteccion de ARN extracelular circulante. El ensayo fue similar al
ensayo utilizado en los Ejemplos 21 y 34, excepto en que se utilizaron muestras de orina. Las muestras de orina se
liofilizaron para concentrarlas. La orina liofilizada se resuspendié en 4 ml de dH20 y se agité en vortex. A
continuacion, la muestra se centrifug6 a 4000xg durante 10-20 minutos para sedimentar cualquier desecho. Los
pasos restantes fueron similares a los descritos en el Ejemplo 21.

A los grupos de ratas se les administré una dosis Unica de 10 mg/kg de AD-60489 o AD-60519. Los niveles
normalizados de ARNm de ALAS1 en diversos puntos temporales a lo largo del estudio se muestran en la FIG. 51.
El punto temporal indicado como “0 horas” es para la muestra de orina anterior a la dosis de referencia extraida justo
antes de la administracién del ARNm de ALAS1. Los resultados para los puntos temporales posteriores se expresan
como una fraccién del nivel anterior a la dosis.

Como se puede apreciar a partir de los resultados mostrados en la FIG. 51, AD-60519 proporcion6é una mejora de la
potencia en comparacion con AD-60489. En su maximo, la dosis Unica de AD-60519 proporcion6 una supresion de
hasta aproximadamente un 80%, mientras que la supresién proporcionada por AD-60489 fue de aproximadamente
un 60%. El efecto de una Unica dosis de 10 mg/kg de los ARNip de ALAS1 en la supresién de ARNm de ALAS1 durd
aproximadamente 21 dias. Estos resultados demuestran la validez del ensayo cERD en orina para monitorizar los
niveles de ARNm de ALAS1.

Ejemplo 36: Efectos farmacologicos de AD-60519 en primates no humanos
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Se llev6 a cabo un estudio adicional de los efectos del conjugado de ARNip de ALAS1-GalNAc AD-60519 en
primates no humanos. El estudio investigo los efectos de una dosificacion semanal frente a bisemanal, el uso de una
dosis de carga frente a ausencia de dosis de carga, y la cinética del silenciamiento de ARNm de ALAS1 tras una
Unica dosis. El disefio del estudio se muestra en la Tabla 42 y en la FIG. 52.

Tabla 42: Disefio del estudio farmacoldgico para el estudio con AD-60519

N.2 de | N Nivel de dosis | Frecuencia | Necesidades | Vol dosis Dias de la | Concde | Ruta
grupo de la dosis | del material dosis ladosis | de la
(mg/kg) . (ml/kg) dosis
(mg) (mg/ml)
Cada 20 SC
1 3 2.5 semana x | 210 0.125
8 semanas
1,8, 15, 22,
29, 36, 43, 50
Cada
2 3 5 semana x | 420 0.25
8 semanas
Carga-5 Carga D1-
3 3 mg/kg cada | D3, cada | g,5 0.25/25
diax3, mant-5 | semana x 1.2 3 8 15
mg/kg 7 semanas 2’2 ég ,36’ 43’
50
Carga-5 Carga D1-

mg/kg cada | D3, cada

4 3 diax3, mant- | semana x 270 0.25/0.125
2.5 mg/kg 7 semanas
Dos veces 1,4, 8,11, 15,
a la 18, 22 25, 29,
5 8 5 semana x | 224 0.25 32, 36, 39, 43,
8 semanas 46, 50, 53
Dosis
6 3 1 dnica 12 0.05 1
Dosis
7 3 10 dnica 116 0.5 1

Cada grupo recibié una o mas dosis subcutaneas de AD-60519 como se proporciona en la Tabla 42. El Grupo 1
(n=3) recibié 2.5 mg/kg en un volumen de dosis de 0.125 ml/kg una vez a la semana durante 8 semanas (las dosis
se administraron en los dias de dosis 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 y 50). El Grupo 2 (n=3) recibié 5 mg/kg en un volumen
de dosis de 0.25 mg/ml una vez a la semana durante 8 semanas (las dosis se administraron en los dias de dosis 1,
8, 15, 22, 29, 36, 43 y 50). El Grupo 3 (n=3) recibi6 una dosis de carga de 5 mg/kg en un volumen de dosis de 0.25
ml/kg una vez al dia durante tres dias seguida por una dosis de manteniemiento de 5 mg/kg en un volumen de dosis
de 0.25 ml/kg una vez a la semana durante 7 semanas (las dosis se administraron en los dias 1, 2, 3, 8, 15, 22, 29,
36, 43 y 50). El Grupo 4 (n=3) recibié una dosis de carga de 5 mg/kg en un volumen de dosis de 0.25 ml/kg una vez
al dia durante tres dias, seguida por una dosis de mantenimiento de 2.5 mg/kg en un volumen de dosis de 0.125
ml/kg una vez a la semana durante 7 semanas (las dosis se administraron en los dias 1, 2, 3, 8, 15, 22, 29, 36, 43 y
50). El Grupo 5 (n=3) recibié 5 mg/kg en un volumen de dosis de 0.25 ml/kg dos veces a la semana durante 8
semanas (las dosis se administraron en los dias de dosis 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 29, 32, 36, 39, 43, 46, 50 y 53).
El Grupo 6 (n=3) recibi6 una unica dosis de 1 mg/kg en un volumen de dosis de 0.05 ml/kg en el dia 1. El Grupo 7
(n=3) recibié una unica dosis de 10 mg/kg en un volumen de dosis de 0.5 ml/kg en el dia 1.

Las muestras de suero (enumeradas como “extracciones PD” en la FIG. 52), muestras de plasma (enumeradas
como “extracciones PK” en la FIG 52) y las muestras de orina se recogieron como se indica en la FIG. 52 y la Tabla
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43. Las muestras de orina y suerose sometieron al ensayo cERD. Todas las muestras de sangre y orina recogidas
en el dia de una biopsia hepéatica se recogieron antes de la biopsia hepatica.

Tabla 43: Programacion de la recogida de muestras

Suero para la deteccién de | Biopsia hepatica Orina para la detecciéon de | Plasma para PK

ARNm ARNm exploratoria

Gps 1-4 Dia -3, y | Grupos1-5 | Dia24* | Gps 1-5 Gp7 Dia -3, y dia
dias 5, 10, 1 a 0.25,
17, 24, 31, 0.5, 1, 2, 4,
38, 45, 52, 8, 12 horas
57, 64, 78, y dias 2, 3,
92 4,5,6,8,9,

Dia -3, vy 15, 22, 29,
dias 24*, 52 36

Gp5 Dia -3, vy | Grupos6-7 | Dia4*
dias 3, 10,
17, 24, 31,
38, 45, 52,
60, 67, 81,
95

Gps 6-7 Dia -3, vy Gps 6-7 Dia -3, vy
dias 2, 4, 6, dias 4*, 36
9, 15, 22,
29, 36

*Todas las muestras de sangre y orina se recogieron antes de la biopsia hepatica

**Recogida de la primera orina de la mafana

Los resultados de ARNm de ALAS1 se muestran en la FIG. 53. Se logr6 una supresion de ARNm de ALAS1
significativa en todas las condiciones de estudio. Se logré hasta un 75-80% de silenciamiento de ALAS1 en
regimenes de multiples dosis utilizando AD-60519. Tres dias después de una Unica dosis, se logré un silenciamiento
de aproximadamente un 15% con una Unica dosis de 1 mg/kg, y se logrd un silenciamiento de aproximadamente un
70% con una unica dosis de 10 mg/kg (remitase a la FIG. 53). La comparacién de los datos de los grupos 1y 7
revela una ligera diferencia en la cinética después de una Unica dosis (en el grupo 7) frente a multiples dosis (grupo
1) de la misma cantidad acumulada (30 mg administrados), segun se evalia 3 dias después de la dosis en el grupo
7 y dos dias después de la cuarta dosis en el grupo 1. En particular, se observé un silenciamiento mayor después de
una Unica dosis (silenciamiento de aproximadamente un 70% en promedio en el grupo 7 frente al silenciamiento de
aproximadamente un 45% en promedio en el grupo 1). Remitase a la FIG. 54. Este tipo de resultado también se
observo en los estudios en ratas.

Los resultados de ARNm de ALAS1 en suero a lo largo del dia 22 se muestran en la FIG. 54 (parte superior). La
correlacion entre ARNm de ALAS1 en higado, ARNm de ALAS1 en suero y ARNm de ALAS1 en plasma se muestra
en la FIG. 55. Estos resultados demuestran una buena correlacion entre los niveles de ARNm de ALAS1 en higado,
suero y orina. Los resultados también proporcionan evidencia adicional que demuestra una potente actividad de AD-
60519. Se observé un silenciamiento de un 55-75% en todos los niveles de dosis en los regimenes posoldgicos de
multiples dosis. La administracion de dosis de carga (una vez al dia durante 3 dias, como en los grupos 3 y 4) dio
como resultado una disminucién regulada ligeramente mas répida del ARNm de ALAS1. Los grupos que recibieron
dosis semanales (grupos 1y 2) o dosis bisemanales (grupo 5) mostraron en Ultima instancia niveles comparables de
supresion de ARNm de ALAS1, lo que indica que la acumulacioén a lo largo del tiempo proporciona una atenuacién
sostenida.

Los resultados que muestran la cinética del silenciamiento de ARNm de ALAS1 después de una Unica dosis se
muestran en la FIG. 54 (parte inferior). En el grupo de 1 mg/kg, se observé una supresion de ARNm de ALAS1 de
aproximadamente un 20% el dia 6. En el grupo de 10 mg/kg, hubo una reduccién rapida, de aproximadamente un
70% de ARNm de ALAS1 el dia 4, con una recuperacién de un 20% o menos del punto de referencia el dia 22 (21
dias después de la dosis). Los niveles de ARNm de ALAS1 en suero volvieron al punto de referencia
aproximadamente 2 semanas o 4 semanas después de una Unica dosis de 1 mg/kg o 10 mg/kg, respectivamente.
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El ciclo completo de ARNm de ALAS en suero de hasta 8 semanas después de la administraciéon de AD-60519 se
muestra en la FIG. 56. Todos los grupos alcanzaron un maximo de un 80% de la supresion de ARNm de ALAS1 en
las semanas 5 a 8 después de la dosificacion con ALN-AS1. Los grupos con tres dosis diarias en la semana 1 (cada
dia x 3) tuvieron un incio mas rapido de supresion de ARNm de ALAS1 que los que simplemente recibieron una
dosis en la primera semana (cada semana x 8). Todos los animales volvieron a los niveles de ALAS1 del punto de
referencia, aproximadamente 30-40 dias después de la tltima dosis.

Ejemplo 37: Produccion de un producto farmacolégico de ARNip

ALN-60519 (FIG. 57) es un oligonucleétido bicatenario sintetizado por medios quimicos ligado covalentemente a un
ligando que contiene tres residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc). Todos los nucleétidos tienen modificaciones
2’-OMe o 2’-F y estan conectados a través de uniones fosfodiéster 3’-5’, para formar de esta manera el esqueleto de
azUcar-fosfato del oligonucleétido. La hebra sentido y la hebra antisentido contienen 21 y 23 nucleédtidos,
respectivamente. El extremo 3’ de la hebra sentido esta conjugado con el resto de GalNAc de tres antenas
(denominado L96) mediante una union fosfodiéster. La hebra antisentido contiene cuatro uniones fosforotioato, dos
en el extremo 3’ y dos en el extremo 5'. La hebra sentido contiene dos uniones fosforotioato en el extremo 5’. Los 21
nucleétidos de la hebra sentido se hibridan con los 21 nucleétidos complementarios de la hebra antisentido y de esta
manera forman pares de bases de 21 nucledtidos y una protuberancia de dos bases en el extremo 3’ de la hebra
antisentido. Las dos hebras sencillas, la hebra sentido y la hebra antisentido, se sintetizaron mediante sintesis de
oligonucledtidos en fase soélida convencional, empleando quimica de fosforamiditos estandar con el grupo 5'-
hidroxilo protegido como éter dimetoxitrifenilmetilico (DMT). Cada hebra se ensamblé desde el extremo 3’ al &
mediante la adicién secuencial de nucledsidos fosforamiditos protegidos.

AD-60519, también denominado en la presente ALN-60519, se formulé como una solucion para la inyeccion para el
uso subcutaneo, denominada en la presente ALN-AS1. ALN-60519 se disolvié en agua para inyeccién (WFI, por sus
siglas en inglés) y se ajusté el pH (objetivo 7.0). Se determiné la concentracién de ALN-60519 y se ajusté afiadiendo
WFI. La solucién con una concentracion final de aproximadamente 200 mg/ml se esteriliz6 por filtracién a
continuacion y se rellenaron viales de vidrio de Tipo | con 2 ml. Se escogidé un volumen de relleno de
aproximadamente 0.55 ml para permitir la extraccién completa de 0.5 ml de producto farmacoldgico.

Ejemplo 38: Medida de los niveles de ARNm de ALAS1 en suero u orina en pacientes con AIP o voluntarios
sanos utilizando el método cERD

Los estudios farmacolégicos en primates no humanos con ALN-AS1 indicaron que el método de deteccion de ARN
extracelular circulante (cCERD) para medir el ARNm de ALAS1 en suero u orina era robusto y reproducible. El ensayo
cERD también se utiliz6 para medir los niveles de ARNm de ALAS1 en suero y orina de pacientes con AIP y
voluntarios sanos. Los niveles de ARNm de ALAS1 se incrementaron en general en pacientes con AlP respecto a
los voluntarios sanos, lo que concuerda con la funcion que la induccion de ALAS1 desempena en la patofisiologia de
la enfermedad (FIG. 58). De manera importante, los niveles de ALAS1 en suero y orina de un mismo paciente se
correlacionaron entre si. En dos pacientes en los que se recogieron repetidamente orina y suero el nivel del ARNm
de ALAS1 fue coherente a lo largo del tiempo. En global, estos datos indican que el ARNm de ALAS1 se puede
medir en muestras de suero y orina de sujetos humanos incluidos pacientes con AIP, y el método cERD es util para
rastrear la actividad farmacodindmica de ALN-AS1.

Ejemplo 39: Estudios clinicos ejemplares

Se puede llevar a cabo un estudio en seres humanos para determinar la seguridad y tolerabilidad de ALN-AS1
cuando se administra como una Unica dosis y multiples dosis a pacientes con AIP que son excretores elevados
asintomaticos (ASHE, por sus siglas en inglés) (pacientes que tienen niveles elevados de ALA y/o PBG, como se
describe en la presente) o pacientes con AIP que padecen ataques recurrentes.

Los objetivos secundarios incluyen la caracterizacion de PK en plasma y orina para ALN-AS1 asi como también la
evaluacion después de la dosis del impacto de ALN-AS1 en los niveles de ALA y PBG tanto en plasma como
urinarios. Se utiliza el ensayo cERD que mide el ARNm en los exosomas para medir 5-aminolevulinato-sintasa
(ARNm de ALAS-1) en suero (o en plasma) y urinario.

En los excretores elevados asintomaticos, se adminsitra ALN-AS1 en dosis Unicas, p. €j., de 0.1, 0.35, 1.0 0 2.5
mg/kg, o en dosis semanales repetidas, p. €j., de 1y 2.5 mg/kg, durante varias semanas (p. €j., durante 4 semanas).
Como una comparacion, se administra un tratamiento de control (p. ej., placebo). Se evaltan la seguridad,
farmacocinética y efectos del farmaco en los niveles de ALA y PBG. Una dosis de ALN-AS1 que reduce ALA y PBG
hasta dentro del intervalo de referencia normal (p. ej., una dosis que normaliza los niveles de ALA y/o PBG por
debajo de 2x el valor de referencia superior) se puede seleccionar para estudios posteriores, p. €j., en pacientes con
AlP.

En los pacientes con AIP, la tasa de ataques y los sintomas de referencia se evallan durante un periodo de

preinclusién anterior a la dosificacion (p. ej., de 12 semanas). A los pacientes se les administra ALN-AS1, p. €j., con
una dosis de 1-2.5 mg/kg a la semana. Se evaluan la seguridad, farmacocinética y efectos del farmaco en los niveles
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de ALA y PBG. Ademas, se monitorizan los cambios en el nimero de ataques, uso de hemo, uso de medicamentos
para el dolor y hospitalizacién.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) para inhibir la expresién de ALAS1, donde dicho ARNbc comprende
una hebra sentido y una hebra antisentido, comprendiendo la hebra antisentido una regién de complementariedad
con un transcrito de ARN de ALAS1 (p. e, SEQ ID NO: 1), cuya hebra antisentido comprende
usAfsAfGfaUfgAfgAfcAfcUfcUfuUfcUfgsgsu (SEQ ID NO: 4161), donde c, a, g, u = ribonucledsidos 2'-OMe; Af, Cf,
Gf, Uf = ribonucleosidos 2'F; s = fosforotioato, o una secuencia que difiere en no méas de 1, 2 o 3 nucledtidos de esta.

2. EI ARNbc de la reivinidicacion 1, que comprende ademdas una hebra sentido que comprende
csasgaaaGfaGfuGfuCfuCfaucuual 96 (SEQ ID NO: 4160), donde

OH OH
.0 H H
HOX »—/’;k-}woax’\f\n/N\/\wN\ffo

AcHN 0. \T
OH OH HO,
e = L0 H o H 2 LNO-
AcHN o} O O H
OH OH
Hokg‘/'r{\ox/(‘)\/\v/\n,_ N/’\/ \Nﬁo
AcHN OH H

3. El ARNbc de la reivindicacion 1 o 2, donde dicho ARNbc tiene uno o mas de los siguientes:
(a) comprende una region duplex que tiene una longitud de 17-23 pares de nucle6tidos;
(b) al menos una hebra comprende una protuberancia 3’ de al menos 2 nucleétidos; o
(c) cada hebra no tiene mas de 26 nucleoétidos de longitud.

4. El ARNbc de la reivindicacion 3, donde la region duplex tiene una longitud de 21-23 pares de nucleotidos o 21
pares de nucleétidos.

5. EI ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un ligando.
6. El ARNbc de la reivindicacion 5, donde el ligando tiene uno o mas de los siguientes:
(a) se conjuga con el extremo 3’ de la hebra sentido del ARNbc;

(b) comprende un carbohidrato, opcionalmente donde el ligando es un ligando GalNAc, donde
opcionalmente el ligando es:

HQ (OH
(@]
HO O\A/\[rn\/\/n o
AcHN o) \2
HO 2 O\/\/\H/H\/\/HY\/O
AcHN o o o

Ho (OH
o]
HO O\/\/\",/N/\/\N (@]
AcHN H H

o ;

(c) se une mediante un conector ramificado bivalente o trivalente, opcionalmente donde el ligando y
conector son como se muestra en la Férmula XXIV:

204



ES 2804510 T3

0 [
Q H H H
HO. OWYN\/\/ N \r(\/ NMO
AcHN it & o 3
Ho OH /C
HC&&/O\/\/\FN’\/\N o
AcHN H R

o
(d) dirige el ARNbc a los hepatocitos.

7. EI ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la hebra antisentido comprende o esta
5 constituida por usAfsAfGfaUfgAfgAfcAfcUfcUfuUfcUfgsgsu (SEQ ID NO: 4161), y/o la hebra sentido comprende o
esté constituida por csasgaaaGfaGfuGfuCfuCfaucuual96 (SEQ ID NO: 4160).

8. El ARNDbc de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el ARNbc tiene uno, dos o todos los siguientes:
(i) se sintetiza por medios quimicos;
(i) tiene una protuberancia 3’; o

10 (iii) comprende o esta constituido por una hebra sentido que tiene csasgaaaGfaGfuGfuCfuCfaucuual 96
(SEQ ID NO: 4160) y una hebra antisentido que tiene usAfsAfGfaUfgAfgAfcAfcUfcUfuUfcUfgsgsu (SEQ ID
NO: 4161).

9. El ARNbc de la reivindicacion 1, donde dicho ARNbc esta en forma de un conjugado que tiene la estructura de:

Trreee

hebra + . .V B NP I W
5 HO'|.P7.PTLP" P7LB™ D7l p

tid YR e N

sentido oobégd 0
mAm Gm Am Am Am Gf

umgmémbf CmUf UmUf Cm UF C

nebra Qi0]0i0i010 ]9
antisentido 3 HO/ ’r/‘/ﬂ, P IT//‘F[,/F: EIJ ? ‘.
5 5'0 O 00000

15 o una sal farmacéuticamente aceptable de este,

donde Af, Cf, Gf, Uf = ribonucledsidos 2'F; Am, Cm, Gm, Um = ribonucleésidos 2'-OMe;

O
i
/Lll’-
S.‘
= fosforotioato;
0O
i,
P
1
O.
20 = fosfodiéster, y donde
L96 =
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OH OH

L0 H H
Hoﬁ/?\x,ovwwN\/\JN%O
AcHN e} \l Ho
O%@o H H Oy © [\ 0~
AcHN (o) o) O H O
OH OH
-0
HOL A0 b
AcHN OH H

10. Una célula que comprende el ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Una composiciéon farmacéutica que comprende el ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
opcionalmente donde la composicion comprende agua para inyeccién, opcionalmente donde la composicién es
adecuada para la administracién subcutanea.

12. Un ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o una composicién farmacéutica de la reivindicacién 11,
para su uso en un método para inhibir la expresion de ALAS1 en una célula, comprendiendo el método:

(a) introducir en la célula el ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o la composicion
farmacéutica de la reivindicaciéon 11,y

(b) mantener la célula del paso (a) durante un tiempo suficiente para obtener degradacion del transcrito de
ARNm de un gen de ALASH1, para inhibir de esta manera la expresién del gen de ALAS1 en la célula,
opcionalmente donde la expresion de ALAS1 se inhibe en la célula en al menos un 20%, o al menos un
30%, opcionalmente donde la expresién de ALAS1 se inhibe en la célula en al menos un 80% segun se
mide mediante un ensayo de ADN ramificado (ADNr).

13. Un ADNbc de cualquiera de las reividicaciones 1-9, o una composicion farmacéutica de la reivindicaion 11, para
su uso en un método para reducir el nivel de una porfirina o un precursor de porfirina (p. ej., ALA o PBG) en una
célula (p. ej., un hepatocito), que comprende poner en contacto la célula con el ARNbc de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, o con la composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 11, en una cantidad eficaz para reducir
el nivel de porfirina o del precursor de porfirina en la célula.

14. Un ARNbc de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o una composicion farmacéutica de la reivindicacién 11,
para su uso en el tratamiento de una porfiria en un sujeto, opcionalmente donde la porfiria es una porfiria hepatica o
una porfiria intermitente aguda (AIP), opcionalmente donde la porfiria es porfiria hepatica aguda.

15. Un ARNbc de la reivindicacién 7 para su uso en el tratamiento de una porfiria hepéatica aguda.

16. El ARNbc, o una composicion farmacéutica, para su uso de la reivindicacion 14 o 15, donde el uso tiene uno o
mas de los siguientes:

(a) el sujeto esta en riesgo de desarrollar, o se le ha diagnosticado, una porfiria;
(b) la porfiria es porfiria intermitente aguda o porfiria por deficiencia de ALA-deshidratasa;

(c) (i) el ARNbc o la composicion se administra después de un ataque agudo de porfiria, (ii) el ARNbc o la
composicién se administra durante un ataque agudo de porfiria, o (iii) el ARNbc o la composicién se
administra de manera profilactica para prevenir un ataque agudo de porfiria;

(d) el ARNbc se administra en una dosis de 0.05 a 50 mg/kg de peso corporal del sujeto, p. €j., en una dosis
de 0.01 mg/kg a 5 mg/kg de peso corporal del sujeto;

(e) el método (i) reduce el nivel de una porfirina o un precursor de porfirina (p. €j., acido d-aminolevulinico
(ALA) o porfopilindgeno (PBG)) en el sujeto, opcionalmente donde el nivel se reduce en al menos un 30%,
y/o (ii) inhibe la expresion de ALAS1 en el sujeto;

(f) dicho método (i) mejora un sintoma asociado con un trastorno relacionado con ALAS1 (p. ej., una
porfiria), (ii) reduce la frecuencia de ataques agudos de sintomas asociados con una porfiria en el sujeto,
y/o (iii) reduce la incidencia de ataques agudos de sintomas asociados con una porfiria en el sujeto donde
el sujeto esta expuesto a un factor precipitante;

(g) el ARNbc o la composicion que comprende el ARNbc se administra de acuerdo con un régimen
posoldgico, p. €j., semanal, bisemanal 0 mensualmente;

(h) el ARNbc se administra antes de un ataque agudo de porfiria, p. €j., durante un prédromo;
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(i) el sujeto tiene un nivel elevado (p. €j., nivel en plasma u orina) de ALA y/o PBG, y opcionalmente donde
el sujeto padece de dolor crénico;

(j) el método reduce el nivel elevado de ALA y/o PBG;
(k) el método reduce o previene el dolor, neuropatia y/o dafio nervioso;
() el método previene ataques agudos de porfiria; o

(m) el ARNbc o la composicion que comprende el ARNbc se administra repetidamente.
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FIG. 2A
Enzima, ubicacion | Reaccion catalizada | Porfiria Tipo de Patrén de Sintomas
cromosoOmica asociada porfiria herencia tipicos
tipico
©-aminolevulinato Glicina+succinilCoA
(ALA) sintasa 1
I
3p21 Acido &-
aminolevulinico (ALA)
©-aminolevulinato Glicina+succinilCoA Anemia Eritropoiética | Vinculado a X
(ALA) sintasa 2 sideroblastic
(ALAS2) l avinculada a
(especifico para ] X (XLSA)
eritroide) Acido &-
aminolevulinico (ALA) | Protoporfiria
vinculada a X
Xp11.21 (XLP)
8-aminolevulinato Acido &- Porfiria por hepatica Autosémico Dolor
dehidratasa (ALAD) | aminolevulinico (ALA) | deficiencia recesivo abdominal,
de ALA neuropatia
l dehidratasa
9934 (ADP o
Porfobilin6geno porfiria de
(PBG) Doss)
PBG deaminasa Porfobilin6geno Porfiria hepatica Autosémico Dolor
(PBGD) o (PBG) aguda recesivo abdominal
hidroximetilbilano intermitente periddico,
sintasa (HMBS) l (AIP) neuropatia
periférica,
Hidroximetilbilano trastornos
(HMB) siquiatricos,
11923 taquicardia
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FIG. 2B
Uroporfirinégeno Hidroximetilbilano Severa
Il sintasa fotosensibilidad con
(UROS) l eritema, hinchazén y
ampollas, Anemia

10926 Uroporfirinégeno hemolitica,

III(URO) esplenomegalia
Uroporfirinégeno Uroporfirinégeno Porfiria Hepatica Autosémica Fotosensibilidad con
decarboxilasa II(URO) cuténea dominante o | vesiculas y ampollas
(UROD) tarda (PCT) esporadica

!
1934

Coporfirinégeno llI
Coporfirinégeno Il | Coporfirindgeno Il | Coproporfiria | Hepatica Autosémica Fotosensibilidad,
oxidasa (COPRO) hereditaria dominante sintomas neuroldgicos,
(CPOX)3q12 (HCP) colicos.

!

Protoporfirinbgeno

IX
Coporfirinégeno Protoporfirinbgeno | Porfiria Mixta Autosédmica Fotosensibilidad,
oxidasa IX (PROTO) variegada dominante sintomas neuroldgicos,
(PPOX) (VP) retardo del desarrollo
1914 !

Protoporfirina 1X
Ferroquelatasa Protoporfirina IX Protoporfiria | eritropoiética | Autosémica Fotosensibilidad con
18921.3 eritropoiética recesivo lesiones en la piel,

!

Hemo

(EPP)

calculos vesiculares,
moderada disfuncién
hepética
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6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1az21
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

ctgtatatta
gtttogtttg
cagogoagtt
tcagggacto
gaaagtcagg
tagattcttt
cocattetta
ctatgcccaa
gtocactgea
caaaactgelt
cacacagott
coctttooty
tgagcttcag
agoeaqy cocc
gaacttcoag
taacttgcocca
Lgagasaaag
chtcoocaty
gtgeagtaat
cactttgaaa
attcoatgtg
gttttocteg
aggetgtgay
cagccgagtg
goaaagatct
tggggrggtyg
chtogtggat
tecgggatgga
ttgtgttgga
tgotggettco
tgtgeggate
caaactcaty
catcatcoct
gagoagacat
gotoctacgg
gaatctgcota
gtgocaacttc
ttteotocaggo

aggogocggo
gacttochoga
atgoocagtt
gggacocctao
atcocctaaga
coacaggago
toccocgagtoo
aactgococca
goagtacact
aaggccaagyg
cogtotggac
goagoacadga
gaggatgtgc
agbglbggtta
gacatcatge
aaatoctgtbtt
aatgaccaca
goagatgact
gactacotag
caacatggtg
gacttagagcoc
tgotttgtag
atttactcetyg
coaaagtaca
gaccoctoag
tgocecactagyg
gaggtcocacy
gLecatgoecaa
gggtacatcg
atcttoaccea
ctgaagagog
agacagatgo
gtgegggttg
aacatctacg
attgcocccoca
gtcacatgga
tgoaggaggc
ttgagcaagt
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FIG. 3A

gatcgoggoc
ctbtgagtgoso
cttoccogotg
tggaccccott
ghottococctyg
cagceatactt
cocaggoctt
agatgatgga
accaacagal
tocaacagac
acccocttgoo
tgaatcagag
aggaaatgaa
gtgtgaaaac
aaaagcaaag
cocacttttea
cohatogagt
attcagacto
gaatgagtcg
ctggggcagg
gggagotgge
cocaatgacto
attoctgggaa
tottocogeoca
Lococcaagat
aagagctgty
cagbgggget
aaatggacat
cecagcacgag
coetctoetgeo
ctgagggacg
taatggatgo
cagatgotge
tgcaagcaat
ccoctocacca
agcaagtggyg
cactgoattt
tggtatotge
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Ltgaggctget
cgoctectto
tggggacacg
cotogggttt
cohggatgga
cobgaacatg
totgcagaaa
agttggggcc
caaagaaacc
toctgatgga
tgocacaago
aggoageagt
tgcegtgagqg
cgatggaggg
accagaaadga
ghatgatogt
ttttaaaact
cotcatoace
coacccacgg
Lggtactaga
agacctocat
aacccbotto
coatgootac
caatgatgtc
tgtggeattl
tgatgtggeo
Ltatgggget
catttoctgga
ttetetgatt
acccatgotyg
gotgcttags
cggoctooot
taaaaacaca
caattaccct
cacaccooag
gotggaactg
tgaagtgaty
Leoaggectga

coccggacaag
googoogoot
accacgqgagqyg
aggggatgtyg

tgagtggott

gagagtgttg
geaggcaaat
aagocagooco
cothooggooa
tocococagcaga
cagggeactg
gLoettotgea
aaagaggttg
gatcccagtg
gtgtcteoate
ttetttgaga
gtgaaccggc
aazaagcaag
gtatgtgggy
aatatttctg
gggaaagatg
accoctggota
atgatcoccaag
agooacctea
gaaactgtoc
catgagtiitg
cgaggcggag
acacttggca
gacaccgtac
ctggctggag
cgooageaco
gttgtocact
gaagtcbgtg
acggtgoooo
atgatgaact
aagootcatt
agtgaaagag

goatgacctc

ggCaacgage
ctgoagtoot
aatcottget
gggaceagya
cttétccacc
ttegoogoetyg
chtotagttgtt
ctogggeatt
gtgagaaaga
gtocagatgg
caagcaaatyg
aagccagbot
ctgaaacctc
gactgotgaa
ttocttcaaga
aaaaaattga
gagcacacat
tgtecaghotyg
cagttatgga
gaactagtaa
ccgecactett
agatgatgeo
ggattogaaa
gagaactgot
attcaatgga
gagcaatcac
ggattgggga
aagcoccbbbgg
ggtootabago
coctggagto
agogoaacgt
gococoagooa
atgaactaat
ggggagaaga
acttocotiga
coctcagebga
agaagtocta
aattatttca
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FIG. 3B

2281 cttaacccoea ggocattatce atatccagat ggtettecaga gttgtettta tatgtgaatt
2341 aagttatatt aasattttaat ctatagtaaa aacatagtcee tggaaataaa ttocttgoetta
2401 aatggtg

(SEQ ID NO:1]
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1 cagaagaagg

61
121
la1l
241
301
361
421
481
541
801
661
721
TEL
B41
201
g5l

1521
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1a2l
1681
1741
1801
1861
1921
19281
2041
2101
2161
2221

coggogatog
ctocgacttga
cagttocttoo
cotgotggac
taagagtctt
ggagooagoa
agtococccocag
coccaagaby
acactaccaa
caaggtocas
tggacacocoo
acagatgaat
tgtgocaggaa
ggttagtgtg
catgecaaaag
tgtttocact
coacacctat
tgactattca
cotaggaatg
tggtgctagg
agagocgggay
Lgtggocaat
ctoctgattct
gtacatcttc
cbhcagtocooo
actggaagag
ccacgoagtg
gocaaaaatg
catcocgococago
caccacctot
gagogotgag
gatgctaatyg
gogttgocagat
ctacgtgcaa
coocaccoct
atggaagcaa
gaggcoccactyg

cagogooccaa

cggootgegy
grtgocogoct
cgctgtgggg
coothooctog
cocctgoctgg
tacttococtga
gooctttetgo
étggaagttg
cagatcaaag
cagactootg
Ltgootgoca
cagagaggca
atgaatgoog
aaaaccgatg
casagaccadg
tttcagtatyg
cgagttttta
gactoocctca
agtogocaco
gcaggtggta
cLggcagaco
gactcaacoco
gggaaccatyg
cgocacaaty
aagattgtgg
ctgtgtgatg
gggctttatyg
gacatcattt
acgagttoto
ctgocacocca
ggacgggtgo
gatgocoggoo
gotgotaaaa
goaatcaatt
CAUCACACAD
gtggggctayg
cattttgaag
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FIG. 4A

ggocgecatgoeg
ctgotoocogg
cottogoogo
acacgaccac
ggtttagggg
atggatgagt
acatggagag
agaaagoagg
gggooaagoc
aaacccctco
atggatccca
caagooaggg
goagbgtott
tgaggaaaga
gaggggatoo
aaagagtgltc
abtcgtttett
aaactgtgaa
tcaccaaaaa
cacggglgty
ctagaaatat
Lococatgggaa
tcttcacoot
cotocatgat
atgbcagoca
catttgaaac
tggoocatga
gggclogagg
ctggaacact
tgattgacac
Lgobgoetggo
Ltogoocgoca
tococotgttgh
acacagaagt
accctacggt
cocagatgat
aacbtgaagooc

tgatgagtga
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cagoggtocac
acaagggoaa
cgococtotgoa
ggaggaatoo
atgtggggac
ggckttottot
tgibgttoge
caaatctotg
agococctocgyg
ggccagtgag
goagagtooa
cactgoaago
ctgcaaagoo
gattgoctgaa
cagtggacty

tcatottott

tgagaaaaaa
coggogagea
gecaagtgtoa
tggggcagtt
ttotggaact
agatgocogea
ggctaagatyg
ccaagggatt
cotocagagaa
tgtccattea
gtttggagca
cggagggatt
tggcaaagce
cgtacggtoc
tagagocotg
graccagogo
ccactgoooo
ctgtgatgaa
gocootygggda
gaactacttc
tcattoccteca

aagagagaag

tecogetgta
cgagogttto
gtococtocagog
trtgcttoagg
caggagaaag
ccacctagat
cogctgoococat
ttgttctatg
goattgtoca
aaagacaaana
gatggoacac
aaatgoootbt
agbcttgago
acctcagcag
ctgaagaact
caagataact
attgatgaga
cacatcttoo
gtotggtgoa
atggacactt
agtaaattoo
ctoetbtgbttt
atgccagoct
cgaaacagoo
ctgotgeaaa
atggatggag
atcaccttog
goaggatocggg
LLttggttgtg
tatgctgotg
gagtotgtgoe
aacghcaaac
ageccacatca
ctaatgagoa
gqaagagotoo
cttgagaatc
gotgagtgea
bcoctatttet

Ltattaaggcyg

gtttggactt
cagttatgoo
gactocgggac
tocaggatooo
toctttocaca
tocttatcocoeg
cocaaaactdg
ctgcagcoagt
ctactaaggoe
agottocogto
Lcctgqcagc
Ltocaggagga
goooccagbgt
toocaggacat
tgocaaaato
aaaagaatga
coatggoaga
gtaatgacta
tgadacaaca
atgtggactt
coctogtgott
gtgagattta
gagtgocaaa
gatctgacoo
cggtgtgooca
tggatgaggt
atggagtcat
ttogagagta
gottcatott
ggatcoctgaa
Loatgagaca
Ltoecoctgtgog
gqacataacat
tacggattgo
tgcoctagtcac
acttoctgoag
caggcttgag
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FIG. 4B

2281 caagttggta tctgetcagg cotgageatyg acctcaatta ttbtcacttaa ceoccaggoca

2341 ttatcatatc cagatggbct tocagagbtght ctttatatgt gaattaagbt atattaasatt

2401 ttaatctata gtaaaaacat agtcctggaa ataaabtcoit gettaaatgg tgaaaaaa
(GEQ ID NO:382)
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FIG.5
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FIG. 8

| Tratados con fenobarbital
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FIG.9
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ALAS1 en suero normalizado (fraccion predosis)

ALAS1 en suero normalizado (fraccion predosis)
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FIG. 35
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AS1 en suero normalizado (fraccion predosis)
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AS1 en suero normalizado

AS1 en suero normalizado
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—&— 5 mg/kg cada diax3,
5 mg/kg cada semanax7
—-5 mg/kg cada diax3,
2.5 mg/kg cada semanax7
—-5 mg/kg dos veces a la semanax8
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Fig. 56
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FIG. 58
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