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DESCRIPCION
Oligonucleétidos que comprenden nucledsidos modificados
Campo

La presente divulgacién se refiere en general al campo de los oligonucleétidos que comprenden nucledsidos
modificados, tales como aptdmeros que son capaces de unirse a moléculas diana. En algunas realizaciones, la
presente divulgacién se refiere a oligonucleétidos, tales como aptameros, que comprenden mas de un tipo de
nucleésido modificado en la base, y métodos para preparar y usar dichos aptameros.

Antecedentes

Los nucleésidos modificados se han usado como agentes terapéuticos, agentes de diagnéstico, y para su
incorporacién en oligonucleétidos para mejorar sus propiedades (por ejemplo, estabilidad).

SELEX (Systematic Evolution of Ligands for EXponential Enrichment, Evolucién Sistemética de Ligandos por
Enriquecimiento Exponencial) es un método para identificar oligonucleétidos (denominados "aptdmeros") que se unen
de manera selectiva a moléculas diana. El proceso SELEX se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos
N.©5.270.163. El método SELEX implica la seleccién e identificacién de oligonucleétidos a partir de una mezcla
aleatoria de oligonucleétidos para lograr practicamente cualquier criterio deseado de afinidad y selectividad de unién.
Al introducir tipos especificos de nucledsidos modificados en los oligonucleétidos identificados en el transcurso del
proceso SELEX, la estabilidad de la nucleasa, la carga neta, la hidrofilicidad o la lipofilicidad pueden alterarse para
proporcionar diferencias en la estructura tridimensional y las capacidades de unién a la diana de los oligonucleétidos.

El documento W0O2011/109642 describe aptameros que comprenden una de tres uridinas modificadas en la posicién
5 diferentes, tales como las bencil- o naftil-uridinas y una citidina modificada en la posicién 5 (5-metil-dCTP). El
documento WO2015/077292 describe aptdmeros que comprenden citidinas modificadas en la posicién 5 que se
modifican con varios grupos tales como morfolino, bencilo o restos naftilo.

El documento WO 2011/129494 A1 describe aptameros de oligonucleétidos ricos en G (GRO, por sus siglas en inglés)
mejorados especificos de la nucleolina, un método de preparacidén de los aptameros y un uso de los aptdmeros para
diagnosticar y/o tratar una enfermedad asociada a la nucleolina. El documento WO 2015/184372 A1 describe
aptdmeros capaces de unirse a la proteina del componente 3 del complemento humano (C3). EI documento WO
2015/153860 A1 describe métodos y kits para la deteccién de biomarcadores y la caracterizacién de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) y/o la funcién renal.

Sumario

La invencién es como se define en las reivindicaciones adjuntas. Tal como se define en las reivindicaciones, se
proporciona un aptamero que comprende al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una
segunda pirimidina modificada en la posicién 5, en donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda
pirimidina modificada en la posicién 5 son pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes; en donde la primera
pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5 y en donde la segunda pirimidina
modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5; 0 en donde la primera pirimidina modificada en
la posicidn 5 es una citidina modificada en la posiciéon 5 y en donde la segunda pirimidina modificada en la posicién 5
es una uridina modificada en la posicién 5; en donde la citidina modificada en la posicién 5 comprende un resto bencilo
en la posicién 5y en donde la uridina modificada en la posicién 5 comprende un resto tirosilo en la posicién 5. En
algunas realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5y
en donde la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5. En algunas
realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. La uridina modificada en
la posicién 5 comprende un resto tirosilo en la posicién 5. La citidina modificada en la posicién 5 comprende un resto
bencilo en la posicién 5. En determinados aspectos de la divulgacion, el resto estd enlazado de manera covalente en
la posicién 5 de la base mediante un enlazador que comprende un grupo seleccionado de un enlazador de amida, un
enlazador de carbonilo, un enlazador de propinilo, un enlazador de alquino, un enlazador de éster, un enlazador de
urea, un enlazador de carbamato, un enlazador de guanidina, un enlazador de amidina, un enlazador de sulféxido y
un enlazador de sulfona. En algunas realizaciones, la citidina modificada en la posicién 5 es PPdC. En algunas
realizaciones, la uridina modificada en la posiciéon 5 es TyrdU. En algunas realizaciones, la al menos una primera
pirimidina modificada en la posicién 5 es una PPdC y la al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5
es TyrdU. En algunos aspectos de la divulgacion, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda
pirimidina modificada en la posiciéon 5 son capaces de ser incorporadas por una enzima de polimerasa. En algunos
aspectos de la divulgacion, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la
posicién 5 son capaces de ser incorporadas por ADN polimerasa KOD.

En algunos aspectos de la divulgacién, el aptdmero se une a una proteina diana seleccionada de PCSK9, PSMA,
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ErbB1, ErbB2, FXN, KDM2A, IGF1R, pIGFIR, al-antitripsina, CD99, MMP28 y PPIB.

En algunas realizaciones, el aptamero comprende una regién en el extremo 5' del aptdmero que tiene una longitud de
al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30 nucleétidos, o una longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15
a 30, 5 a 20, o 10 a 20 nucledtidos, en donde la regién en el extremo 5' del aptamero carece de pirimidinas modificadas
en la posicién 5. En algunas realizaciones, el aptamero comprende una regidn en el extremo 3' del aptamero que tiene
una longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30 nucledtidos, o una longitud de 5
a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, o 10 a 20 nucleétidos, en donde la regién en el extremo 3' del aptamero carece de
pirimidinas modificadas en la posicién 5. En algunas realizaciones, el aptdmero tiene una longitud de 20 a 100, 0 20 a
90,020a80,020a70,020a60,020a50,030a100,030a90,030a80,030a70,030a60,030a50,040a
100,040a90, 040a80,040a 70, 0 40 a60, 0 40 a 50 nucledtidos.

En algunos aspectos de la divulgacién, el aptamero mejor6 la estabilidad de la nucleasa en comparacién con un
aptamero de la misma longitud y secuencia de nucleobases que comprende una pirimidina sin modificar en lugar de
cada una de las primeras pirimidinas modificadas en la posiciéon 5 y/o una pirimidina sin modificar en lugar de cada
una de la segunda pirimidina modificada en la posiciéon 5. En algunos aspectos de la divulgacién, el aptamero tiene
una semivida mas larga en el suero humano en comparacién con un aptamero de la misma longitud y secuencia de
nucleobases que comprende una pirimidina sin modificar en lugar de cada una de las primeras pirimidinas modificadas
en la posicién 5 o una pirimidina sin modificar en lugar de cada una de la segunda pirimidina modificada en la posicién
5.

Tal como se define en las reivindicaciones, en un aspecto de la divulgacién, se proporciona una composiciéon que
comprende una pluralidad de polinucleétidos, en donde cada polinucleétido comprende al menos una primera
pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5, en donde la
primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son diferentes. En
algunos aspectos de la divulgacién, cada polinucleétido comprende una region fija en el extremo 5' del polinucleétido.
En algunos aspectos de la divulgacién, la region fija en el extremo 5' de cada polinucleétido tiene una lonfitud de al
menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30 nucledtidos, o en aspectos de la divulgacién, una
longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, o 10 a 20 nucleétidos. En algunos aspectos de la divulgacién, cada
polinucledtido comprende una regién fija en el extremo 3' del polinucleétido. En algunos aspectos de la divulgacién, la
regién fija en el extremo 3' del polinucleétido tiene una longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos
25 o al menos 30 nucleétidos, o una longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, 0 10 a 20 nucleétidos. En algunas
realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5 y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5. En algunas realizaciones,
la primera pirimidina modificada en la posiciéon 5 es una citidina modificada en la posicién 5 y en donde la segunda
pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. En determinados aspectos de la
divulgacion, el resto estd enlazado de manera covalente en la posicién 5 de la base mediante un enlazador que
comprende un grupo seleccionado de un enlazador de amida, un enlazador de carbonilo, un enlazador de propinilo,
un enlazador de alquino, un enlazador de éster, un enlazador de urea, un enlazador de carbamato, un enlazador de
guanidina, un enlazador de amidina, un enlazador de sulféxido y un enlazador de sulfona. En algunos aspectos de la
divulgacién, la citidina modificada en la posicién 5 se selecciona de NapdC, 2NapdC, TyrdC y PPdC. En algunas
realizaciones, la uridina modificada en la posicién 5 se selecciona de NapdU, PPdU, MOEdU, TyrdU, TrpdU y ThrdU.
En algunas, la al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una NapdC y la al menos una segunda
pirimidina modificada en la posicién 5 se selecciona de NapdU, 2NapdU, PPdU, MOEdU, TyrdU, TrpdU y ThrdU. En
algunos aspectos de la divulgacién, la al menos una primera pirimidina modificada en la posiciéon 5 es una PPdC y la
al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5 se selecciona de NapdU, 2NapdU, PPdU, MOEdU,
TrydU, TrpdU y ThrdU. En algunos aspectos de la divulgacién, la al menos una segunda pirimidina modificada en la
posicién 5 es una TyrdU. En algunas realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5y la segunda
pirimidina modificada en la posiciéon 5 son capaces de ser incorporadas por una enzima de polimerasa. En algunos
aspectos de la divulgacion, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la
posicién 5 son capaces de ser incorporadas por ADN polimerasa KOD.

En algunas realizaciones, cada polinucleétido de la composicidn comprende una regién aleatoria. En algunas
realizaciones, la regién aleatoria tiene una longitud de 20 a 100, 0 20 a 90, 0 20 a 80, 0 20 a 70, 0 20 a 60, 0 20 a 50,
020 a40,030a100, 030a90, 030a70, 030a60, o030 ab50, o030 a40 nuclebtidos. En algunas realizaciones,
cada polinucleétido tiene una longitud de 20 a 100, 0 20 a 90, 0 20 a 80, 0 20 a 70, 0 20 a 60, 0 20 a 50, 0 30 a 100,
030a90,030a80,030a70,030a60,030a50,040a100,040a90,040a80,040a70,040a60 040a50
nucleétidos.

Tal como se define en las reivindicaciones, se proporciona una composiciéon, que comprende un primer aptamero, un
segundo aptdmero y una diana, en donde el primer aptamero comprende al menos una primera pirimidina modificada
en la posicién 5 y al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5; en donde el segundo aptamero
comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5 o en donde el segundo aptdmero comprende
al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5y al menos una cuarta pirimidina modificada en la posicién
5; en donde el primer aptdmero, el segundo aptamero y la diana son capaces de formar un complejo trimero; y en
donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son
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pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes.

En algunas realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5
y en donde la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posiciéon 5. En algunas
realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5 y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. En algunas realizaciones,
la uridina modificada en la posicién 5 comprende un resto tirosil. En algunas realizaciones, la citidina modificada en la
posicién 5 comprende un resto bencilo en la posiciéon 5. En determinados aspectos de la divulgacion, el resto esta
enlazado de manera covalente en la posicién 5 de la base mediante un enlazador que comprende un grupo
seleccionado de un enlazador de amida, un enlazador de carbonilo, un enlazador de propinilo, un enlazador de alquino,
un enlazador de éster, un enlazador de urea, un enlazador de carbamato, un enlazador de guanidina, un enlazador
de amidina, un enlazador de sulféxido y un enlazador de sulfona. En algunas realizaciones, la citidina modificada en
la posicibn 5 es PPdC. En algunas realizaciones, la uridina modificada en la posicién 5 es TyrdU. En algunas
realizaciones, la al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una PPdC y la al menos una segunda
pirimidina modificada en la posicién 5 es TyrdU. En algunos aspectos de la divulgacién, la primera pirimidina
modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posiciéon 5 son capaces de ser incorporadas por
una enzima de polimerasa. En algunos aspectos de la divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién 5y
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son capaces de ser incorporadas por ADN polimerasa KOD.

En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada en la posicién 5 se selecciona de una citidina modificada en
la posicion 5y una pirimidina modificada en la posiciéon 5. En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada
en la posicién 5 y la cuarta pirimidina modificada en la posicién 5 son pirimidinas modificadas en la posicién 5
diferentes. En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la
posicién 5 y la cuarta pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. En algunos
aspectos de la divulgacién, la tercera citidina modificada en la posiciéon 5 se selecciona de BndC, PEdC, PPdC, NapdC,
2NapdC, NEdC, 2NEdC y TyrdC. En algunos aspectos de la divulgacion, la uridina modificada en la posicién 5 se
selecciona de BNdU, NapdU, PEdU, IbdU, FBndU, 2NapdU, NEdU, MBndU, BFdU, BTdU, PPdU, MOEdU, TyrdU,
TrpdU y ThrdU.

En algunas realizaciones, la diana se selecciona de una proteina, un péptido, un carbohidrato, una molécula pequefia,
una célula y un tejido.

Se proporciona un método, que comprende:

(a) poner en contacto un aptdmero capaz de unirse a una molécula diana con una muestra;

(b) incubar el aptdmero con la muestra para permitir que se forme un complejo aptdmero-diana;

(c) enriquecer el complejo aptamero-diana en la muestra y

(c) detectar la presencia del aptdmero, del complejo aptamero-diana o de la molécula diana, en donde la deteccidn
del aptdmero, del complejo aptdmero-diana o de la molécula diana indica que la molécula diana esta presente en
la muestra, y en donde la ausencia de deteccién del aptdmero, del complejo aptdmero-diana o de la molécula diana
indica que la molécula diana no esta presente en la muestra;

en donde se proporciona el aptdmero un aptamero con modificaciéon doble en el presente documento. En algunas
realizaciones, el método comprende al menos una etapa adicional seleccionada de: afiadir una molécula
competidora a la muestra; capturar el complejo aptdmero-diana en un soporte sélido; y afladir una molécula
competidora y diluir la muestra; en donde la al menos una etapa adicional se produce después de la etapa (a) o la
etapa (b). En algunas realizaciones, la molécula competidora se selecciona de un competidor polianiénico. En
algunas realizaciones, el competidor polianidnico se selecciona de un oligonucleétido, polidextrano, ADN, heparina
y dNTPs. En algunas realizaciones, el polidextrano es sulfato de dextrano; y el ADN es ADN de esperma de
arenque o ADN de esperma de salmén. En algunas realizaciones, la molécula diana se selecciona de una proteina,
un péptido, un carbohidrato, una molécula pequefia, una célula y un tejido. En algunas realizaciones, la muestra
se selecciona de sangre entera, leucocitos, células mononucleares de sangre periférica, plasma, suero, esputo,
aire espirado, orina, semen, saliva, liquido meningeo, liquido amnidtico, fluido glandular, fluido linfatico, aspirado
del pezén, aspirado bronquial, liquido sinovial, aspirado articular, células, un extracto celular, heces, tejido, una
biopsia de tejidos y liquido cefalorraquideo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar una diana, que comprende

a) poner en contacto la muestra con un primer aptamero para formar una mezcla, en donde el primer aptamero es
capaz de unirse a la diana para formar un primer complejo;

b) incubar la mezcla en condiciones que permitan que se forme el primer complejo;

¢) poner en contacto la mezcla con un segundo aptédmero, en donde el segundo aptamero es capaz de unirse al
primer complejo para formar un segundo complejo;

d) incubar la mezcla en condiciones que permitan que se forme el segundo complejo;

e) detectar la presencia o ausencia del primer aptdmero, del segundo aptédmero, de la diana, del primer complejo
o del segundo complejo en la mezcla, en donde la presencia del primer aptdmero, del segundo aptémero, de la
diana, del primer complejo o del segundo complejo indica que la diana esta presente en la muestra;
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en donde el primer aptdmero comprende al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos
una segunda pirimidina modificada en la posicion 5;

en donde el segundo aptdmero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5, o0 en donde
el segundo aptamero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una cuarta
pirimidina modificada en la posicién 5;

en donde la primera pirimidina modificada en la posiciéon 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son
pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes.

En algunas realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5
y en donde la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posiciéon 5. En algunas
realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. La uridina modificada en
la posicién 5 comprende un resto tirosilo en la posicién 5. La citidina modificada en la posicién 5 comprende un resto
bencilo. En determinados aspectos de la divulgacién, el resto esta enlazado de manera covalente en la posicién 5 de
la base mediante un enlazador que comprende un grupo seleccionado de un enlazador de amida, un enlazador de
carbonilo, un enlazador de propinilo, un enlazador de alquino, un enlazador de éster, un enlazador de urea, un
enlazador de carbamato, un enlazador de guanidina, un enlazador de amidina, un enlazador de sulféxido y un
enlazador de sulfona. En algunas realizaciones, la citidina modificada en la posicién 5 es PPdC. En algunas
realizaciones, la uridina modificada en la posiciéon 5 es TyrdU. En algunas realizaciones, la al menos una primera
pirimidina modificada en la posicién 5 es una PPdC y la al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5
es TyrdU. En algunas realizaciones, la al menos una segunda pirimidina modificada en la posiciéon 5 es una TyrdU. En
algunos aspectos de la divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada
en la posicién 5 son capaces de ser incorporadas por una enzima de polimerasa. En algunos aspectos de la
divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son
capaces de ser incorporadas por ADN polimerasa KOD.

En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada en la posicién 5 se selecciona de una citidina modificada en
la posicion 5y una pirimidina modificada en la posiciéon 5. En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada
en la posicién 5 y la cuarta pirimidina modificada en la posicién 5 son pirimidinas modificadas en la posicién 5
diferentes. En algunas realizaciones, la tercera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la
posicién 5 y la cuarta pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. En algunos
aspectos de la divulgacién, la tercera pirimidina modificada en la posicién 5 se selecciona de BndC, PEdC, PPdC,
NapdC, 2NapdC, NEdC, 2NEdC y TyrdC. En algunos aspectos de la divulgacién, la uridina modificada en la posicién
5 se selecciona de BNdU, NapdU, PedU, IbdU, FbndU, 2NapdU, NedU, MbndU, BfdU, BtdU, PpdU, MOEdU, TyrdU,
TrpdU y ThrdU.

En algunas realizaciones, la molécula diana se selecciona de una proteina, un péptido, un carbohidrato, una molécula
pequefia, una célula y un tejido. En algunas realizaciones, el primer aptamero, el segundo aptamero y la diana son
capaces de formar un complejo trimero.

Se proporciona un método para identificar uno o mas aptameros capaces de unirse a una molécula diana, que
comprende:

(a) poner en contacto una biblioteca de aptdmeros con la molécula diana para formar una mezcla y permitir la
formacién de un complejo aptdmero-diana, en donde el complejo aptamero-diana se forma cuando un aptamero
tiene afinidad por la molécula diana;

(b) separar el complejo aptdmero-diana del resto de la mezcla (o enriquecer el complejo aptamero-diana),

(c) disociar el complejo aptdmero-diana; y

(d) identificar el uno 0 mas aptdmeros capaces de unirse a la molécula diana;

en donde la biblioteca de aptameros comprende una pluralidad de polinucleétidos, en donde cada polinucleétido
comprende al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una segunda pirimidina modificada
en la posicién 5, en donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la
posicién 5 son pirimidinas modificadas en la posiciéon 5 diferentes. En algunas realizaciones, las etapas (a), (b) y/o (c)
se repiten al menos una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces, ocho veces,
nueve veces o diez veces.

En algunos aspectos de la divulgacién, se amplifican el uno 0 més aptameros capaces de unirse a la molécula diana.
En algunos aspectos de la divulgacidn, la mezcla comprende una molécula competidora polianiénica. En algunos
aspectos de la divulgacion, el competidor polianidnico se selecciona de un oligonucledtido, polidextrano, ADN,
heparina y dNTPs. En algunos aspectos de la divulgacion, el polidextrano es sulfato de dextrano; y el ADN es ADN de
esperma de arenque o ADN de esperma de salmén.

En algunas realizaciones, la molécula diana se selecciona de una proteina, un péptido, un carbohidrato, una molécula
pequefia, una célula y un tejido.
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En algunos aspectos de la divulgacién, cada polinucledtido comprende una regién fija en el extremo 5' del
polinucleétido. En algunos aspectos de la divulgacién, la regidn fija en el extremo 5' de cada polinucleétido tiene una
longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30 nucleétidos, o una longitud de 5 a 30,
10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, 0 10 a 20 nucleétidos. En algunos aspectos de la divulgacién, cada polinucleétido comprende
una region fija en el extremo 3' del polinucleétido. En algunos aspectos de la divulgacion, la regién fija en el extremo
3' del polinucleétido tiene una longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30
nucleétidos, o una longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, 0 10 a 20 nucledtidos.

En algunas realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5
y en donde la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posiciéon 5. En algunas
realizaciones, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5. La uridina modificada en
la posicién 5 comprende un resto tirosilo en la posicién 5. La citidina modificada en la posicién 5 comprende un resto
bencilo. En determinados aspectos de la divulgacién, el resto esta enlazado de manera covalente en la posicién 5 de
la base mediante un enlazador que comprende un grupo seleccionado de un enlazador de amida, un enlazador de
carbonilo, un enlazador de propinilo, un enlazador de alquino, un enlazador de éster, un enlazador de urea, un
enlazador de carbamato, un enlazador de guanidina, un enlazador de amidina, un enlazador de sulféxido y un
enlazador de sulfona. En algunas realizaciones, la citidina modificada en la posicién 5 es PPdC. En algunas
realizaciones, la uridina modificada en la posiciéon 5 es TyrdU. En algunas realizaciones, la al menos una primera
pirimidina modificada en la posicién 5 es una PPdC y la al menos una segunda pirimidina modificada en la posicién 5
es TrydU. En algunas realizaciones, la al menos una segunda pirimidina modificada en la posiciéon 5 es una TyrdU. En
algunos aspectos de la divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada
en la posicién 5 son capaces de ser incorporadas por una enzima de polimerasa. En algunos aspectos de la
divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son
capaces de ser incorporadas por ADN polimerasa KOD.

En algunas realizaciones, cada polinucleétido comprende una regién aleatoria. En algunas realizaciones, la region
aleatoria tiene una longitud de 20 a 100, 0 20 a 90, 0 20 a 80, 0 20 a 70, 0 20 a 60, 0 20 a 50, 0 20 a 40, 0 30 a 100,
030a90,030a70,030a60, 030 a50, 030 a40 nucledtidos. En algunas realizaciones, cada polinucleétido tiene
una longitud de 20 a 100, 0 20 a 90, 0 20a 80, 0 20 a 70, 0 20 a 60, 0 20 a 50, 0 30 a 100, 0 30 a 90, 0 30 a 80, 0 30
a70,030a60,030a50 040a100,040a90,040a80,040a 70, 040 a60, o040 a 50 nucleétidos.

En algunas realizaciones, cada polinucleétido es un aptdmero que se une a una diana, y en donde la biblioteca
comprende al menos 1000 aptdmeros, en donde cada aptdmero comprende una secuencia de nucleétidos diferente.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona un aptdmero que se une a la proteina PCSK9. En algunas de
dichas realizaciones, el aptamero comprende la secuencia 5-yGpppG-3’, en donde cada y es una TyrdU y cada p es
una NapdC. En algunas realizaciones, el aptamero comprende ademas la secuencia 5-yEAyGApAp-3’, en donde E
se selecciona de y, Ay G;y nes 00 1. En algunos aspectos de la divulgacién, n es 0. En algunas realizaciones, la
secuencia 5'-yEAYGApAp-3’ se ubica en 5’ de la secuencia 5-yGpppG-3’. En algunas realizaciones, E es y.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona un aptamero que se une a PCSK9, en donde el aptamero
comprende la secuencia 5-F,pppAAGRJIrpRppWr-3' (SEQ ID NO: 81), en donde F se selecciona de ry G; cada R se
selecciona independientemente de Gy A; J se selecciona dery A; W se seleccionader, GyA;nes0o1;, mes0Oo
1; res PpdC; y p es NapdU. En algunos aspectos de la divulgaciéon, m es 1. En algunos aspectos, F es r. En algunos
aspectos, J esr. En algunos aspectos, Wes G.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona un aptamero que se une a PCSK9, en donde el aptamero
comprende la secuencia 5’-TTppGGpp-3’, en donde cada p es una NapdC.

En algunos aspectos de la divulgacién, un aptamero que se une a PCSKO tiene una longitud de 20 a 100, o 20 a 90,
020a80,020a70,020a60, 020a50, 030a100,030a90,030a80,030a70,030a60,030a50, 040a
100,040a90, 040a80,040a 70, 0 40 a60, 0 40 a 50 nucledtidos.

En algunos aspectos de la divulgacion, el aptamero inhibe la unién de PCSK9 a LDL-R. En algunos aspectos de la
divulgacion, el aptdmero inhibe la unién de PCSK9 a LDL-R con una Clsg inferior a 30 nM, inferior a 20 nM o inferior a
15 nM.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona una composiciéon para su uso en un método para reducir el
colesterol en un sujeto, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita un aptdmero que se une a PCSK9. En
algunos aspectos de la divulgacion, el aptdmero que se une a PCSK9 es un aptadmero proporcionado en el presente
documento. En algunos aspectos de la divulgacidn, el colesterol es colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(LDL-C). En algunos aspectos de la divulgacién, el sujeto tiene hipercolesterolemia familiar heterocigota o enfermedad
cardiovascular aterosclerética clinica (CVD).
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Lo anterior y otros objetivos, caracteristicas, y ventajas de la invencién seran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcién de los dibujos
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Fig. 1. Seleccién de aptdmeros de 4cido nucleico modificados con bibliotecas de ADN que contienen trifosfatos de
citidina y uridina modificadas en la posicién C5. Diagrama esquemético de seleccidén con dos bases modificadas.
Esbozo del método de seleccién en el que se us6 una biblioteca molde biotinilada antisentido maestra sintetizada
quimicamente seleccionada al azar de 30N para sintetizar enziméticamente varias bibliotecas modificadas y no
modificadas por reacciones de extensién de cebadores.

Fig. 2. Afinidades de unién de aptameros de 40 mer (30N+5+5) a PCSK9 generadas usando varias bibliotecas
modificadas. Los aptameros con afinidades = 1 nM estan resaltados en un tono gris y los aptameros mostrados
con una afinidad de 320 nM representan que no hay una unidén detectable en una concentracién méxima de 32 nM
en la curva de unién. La linea negra en cada una de la biblioteca indica el valor de la mediana para todos los
aptdmeros en esa biblioteca.

Fig. 3. La afinidad y el porcentaje de nimero de copias para dU o dC con Unica modificacién vs. dC con dos
modificaciones con dU. Cada punto representa uno de los aptameros con valores de afinidad mostrados en el eje
Y y su porcentaje de niUmero de copias en el eje X. Los puntos rojos son aptdmeros con Unica modificacién y los
puntos verdes (abiertos y rellenados) son aptdmeros con dos modificaciones. Los puntos verdes rellenados
representan algunos aptameros Nap-dC/Tyr-dU y PP-dC/Tyr-dU.

Fig. 4A-B. Truncabilidad de aptdmeros con una Unica base modificada y con dos bases modificadas. (A) Todas
las secuencias de 40 mer de alta afinidad se truncaron ademas a 30 mer hasta su longitud de regidén aleatoria
eliminando Unicamente 5 nucleétidos de cada uno de los extremos 5 y 3. El porcentaje de aptdmeros que
conservan o mejoraron la afinidad de unién a PCSK9 se muestra en un gréfico en el eje Y. (B) Comparaciones de
afinidad y truncabilidad de aptdmeros con una Unica base modificada y con dos bases modificadas de cada
biblioteca individual. Los aptdmeros con afinidades = 1 nM estén resaltados en un tono gris, las afinidades promedio
méas altas fueron para los aptameros con combinaciones de dos bases modificadas de PP-dC con PP-dU, Nap-dU
y Tyr-dU.

Fig. 5. Especificidad de unién diana de tres aptdmeros de alta afinidad para cada biblioteca a otras proproteina
convertasas (PCs). Las mediciones de afinidad de solucién se llevaron a cabo para un total de treinta y tres
aptdmeros (40 mers), con once aptdmeros teniendo una Unica base modificada (es decir, tres aptameros que
tienen Nap-dC/dT;, tres aptameros que tienen dC/Nap-dU; tres aptadmeros que tienen dC/Pp-dU y dos aptameros
que tienen dC/Ty-dU) y veintidés aptameros que tienen doble base modificada (es decir, tres aptdmeros que tienen
Nap-dC/Nap-dU; tres aptameros que tienen Nap-dC/Pp-dU; tres aptdmeros que tienen Nap-dC/Moe-dU; tres
aptédmeros que tienen Nap-dC/Tyr-dU; tres aptameros que tienen Pp-dC/Pp-dU; tres aptdmeros que tienen Pp-
dC/Nap-dU; tres aptdmeros que tienen Pp-Ty-dU, y un aptdmero que tiene Pp-dC/Moe-dU). Los aptameros debajo
de la linea discontinua con una afinidad de 100 nM indica que no hay unién detectable a una concentracién de 100
nM. Las afinidades con las PCs restantes PCSK5, PCSK6 y PCSK8) no se analizaron.

Fig. 6. Reactividad cruzada de especies de aptdmeros con una Unica base modificada y con dos bases
modificadas. Afinidad de aptdmeros de 30 mer truncados con Unica modificacién (tres aptameros) y con dos
modificaciones (38 aptameros) (valor Ky £ 1 nM) a PCSK9 de humano, mono, ratén y rata. Los aptdmeros con
Unica modificacién se unieron a PSCKS9 de humano y de mono, pero no a PSKC9 de ratén o rata. Por el contrario,
los aptameros con dos modificaciones se unieron a humano, mono, ratén y rata. El porcentaje de identidad de la
proteina PCSK9 de cada especie se proporciona con respecto a la PSCK9 de humano.

Fig. 7A-C. Cribado de par tipo séndwich en un ensayo de Luminex® a base de perlas. (A) Diagrama esquematico
del cribado de par tipo sandwich de aptamero. (B) Los pares tipo sandwich muestran una sefial superior o igual a
50 veces a una concentracién de PCSK9 10 nM en comparacién con ausencia de proteina en el tampdn. Todos
los aptédmeros analizados en el ensayo tipo sandwich eran de 40 mers teniendo un Kd €1 nM. Un total de 70 pares
mostraron sefiales de = 50 veces. Se identificaron tres pares tipo sandwich cuando cada aptamero del par se
seleccioné de bibliotecas con Unica modificacién (3 pares de aptdmeros tipo sandwich/3 bibliotecas con Unica base
modificada). Por el contrario, se identificaron 22 pares tipo sdndwich cuando se seleccioné un aptdmero del par de
tres bibliotecas con Unica base modificada y el otro aptamero del par se seleccioné de cuatro bibliotecas con doble
base modificada (es decir, 22 pares tipo sandwich de aptdmero/3 bibliotecas con Unica base modificada, 4
bibliotecas con doble base modificada), y se identificaron 45 pares tipo sdndwich cuando ambos aptdmeros de los
pares se seleccionaron de bibliotecas con modificacién doble (45 pares tipo sandwich de aptamero/S bibliotecas
con doble base modificada). (C) Comparacién del nimero de pares tipo sandwich para la proteina diana PCSK9
derivada de la biblioteca de aptdmero de captura que tiene un aptamero con una Unica base modificada y la
biblioteca de aptamero de deteccién que tiene un aptamero con Unica base modificada; la biblioteca de aptdmero
de captura tiene un aptamero con Unica base modificada y la biblioteca de aptdmero de deteccidén tiene un
aptdmero con dos bases modificadas; y la biblioteca de aptdmero de captura tiene un aptdmero con dos bases
modificadas y la biblioteca de aptdmero de deteccidn tiene un aptamero con dos bases modificadas.

Fig. 8A-D. Pares tipo sandwich que muestran sefiales dependientes de la concentracién de PCSK9 en ensayos
de Luminex® a base de perlas. (A) Las sefiales dependientes de la concentracién se observaron con un aptamero
de captura o primario de mejor rendimiento emparejado con aptdmeros secundarios o de deteccidn selectos. (B)
Las sefiales dependientes de la concentracién se observaron con un aptadmero secundario o de deteccién de mejor
rendimiento emparejado con aptameros primarios o de captura selectos. (C) Par tipo sandwich principal, aptdmero
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dC/PP-dU (primario) y aptamero Nap-dC/Nap-dU (secundario), que muestra sefiales cuando se cambia la
orientacién de los aptameros. (D) Curva estandar obtenida con PCSK9 de tipo salvaje recombinante y mutante de
ganancia de funcién PCSK9 D374Y. Las sefiales dependientes de la concentracién lineales se obtuvieron con un
par tipo sandwich que detecta PCSK9 de tipo salvaje (circulos) y la proteina mutante de ganancia de funcién
PCSK9 D374Y (triangulos).

Fig. 9A-B. Sensibilidad del ensayo tipo sandwich: rendimiento del ensayo tipo sandwich de aptdmero (aptdmero
dC/PP-dU (primario) y aptamero Nap-dC/Nap-dU (secundario)) que muestra los limites de deteccién de las
concentraciones de PCSK9 en tampén. (A) Las sefiales dependientes de la concentracion lineales se observaron
con un ensayo tipo sandwich de aptdmero con un limite inferior de cuantificacion ~80 pg/ml (LLOQ) (B) Las sefiales
dependientes de la concentracién lineales se observaron con un ensayo tipo sandwich con un limite superior de
cuantificacién ~10 ng/ml (ULOQ).

Fig. 10. Linealidad de dilucién del ensayo tipo sandwich usando un aptdmero dC/PP-dU (primario) y un aptdmero
Nap-dC/Nap-dU (secundario).

Fig. 11. El ensayo tipo sandwich que comprende un aptdmero con Unica base modificada primario y un aptamero
con dos bases modificadas secundario (aptdmero dC/PP-dU (primario) y aptamero Nap-dC/Nap-dU (secundario)).
Fig. 12. Sobreexpresién de PCSK9 en células HepG2 de tipo salvaje.

Fig. 13. Ensayos de inhibicién de PCSK9 in vitro a base de placas: diagrama esquematico de la inhibiciéon de
PCSK9 con aptémeros.

Fig. 14. Prueba de la inhibiciéon para aptameros con Unica base modificada o dos bases modificadas.

Fig. 15A-B. Aptdmeros con dos bases modificadas terapéuticos posibles de reactividad cruzada de especies. (A)
Las afinidades del aptamero de reactividad cruzada de roedor con dos bases modificadas de 30 mer (PP-dC/Nap-
dU) (11733-44, SEQ ID NO: 44) a PCSK9 de humano (circulo azul rellenado), mutante de ganancia de funcién de
humano PCSK9 D374Y (circulo rojo rellenado), PCSK9 de mono Rhesus (cuadrado verde rellenado), PCSK9 de
rata (hexégono rosa rellenado), PCSK9 de ratén (triangulo invertido rellenado) y aptamero de control aleatorio
(diamante negro abierto). (B) Aptdmero con dos bases modificadas terapéutico posible de reactividad cruzada de
especies que muestra inhibicién de la interaccién de PCSK9 con LDL-R. Aptdmero que inhibe intensamente la
interaccién de PCSK9 con LDL-R a un valor de CEsg de 2,1 nM (circulo azul rellenado) y PCSK9 D374Y a un valor
de CEsg de 3,6 nM (triangulo rojo rellenado) y el aptdmero de control aleatorio que no muestra inhibicién de PCSK9
de tipo salvaje (cuadrados verdes rellenados) y mutante de ganancia de funcién PCSK9 D374Y (cuadrados negros
abiertos).

Fig. 16. Diagrama esquemético del ensayo de inversién de captacidén de LDL.

Fig. 17. El aptamero PP-dC/Nap-DU con reactividad cruzada de especies inhibié la degradacién de LDL-R
mediante el bloqueo de la interaccién de PCSK9 con LDL-R y aumenta los niveles de LDL-R en la superficie de
las células HepG2. El valor de CEsq para la inversién de captaciéon de LDL es de 13,5 nM por SOMAmer activo
(circulo rojo) que no se observé con el control aleatorio de la misma secuencia (tridngulo azul).

Fig. 18. Estabilidad de aptameros con Unica modificacién y doble modificacién en suero humano al 90 % con el
tiempo. El patrén de modificacién de aptameros con Unica modificaciéon en C-5 o doble modificacién en C-5 se
proporciona en la leyenda de la figura (por ejemplo, X/Y, donde X representa un dC (nuclebtido no modificado),
NapdC (Nap), o PPdC (PP); e Y representa un dU o dT (nucleétido no modificado, TyrdU (Tyr), NapdU (Nap),
PPdU (PP) o MOEdU (MOE)).

Fig. 19A-C. Afinidades de unién de aptameros de 40 mer (30N+5+5) a ErbB2 (A), ErbB3 (B), y PSMA (C)
generadas usando varias bibliotecas modificadas. Los aptameros con afinidades = 1 nM estan resaltados en un
tono gris y los aptdmeros mostrados con una afinidad de 320 nM representan que no hay una unién detectable en
una concentracién maxima de 32 nM en la curva de unién. La linea negra en cada una de la biblioteca indica el
valor de la mediana para todos los aptameros en esa biblioteca.

Fig. 20. Determinadas uridinas y citidinas modificadas en la posicién 5 ilustrativas que pueden ser incorporadas
en aptameros.

Fig. 21. Determinadas modificaciones ilustrativas que pueden estar presentes en la posicién 5 de uridina. La
estructura quimica de la modificacién en C-5 incluye el enlace amida ilustrativo que une la modificacién a la posicién
5 de la uridina. Los restos en la posicién 5 mostrados incluyen un resto bencilo (por ejemplo, Bn, PE y un PP), un
resto naftilo (por ejemplo, Nap, 2Nap, NE), un resto butilo (por ejemplo, iBu), un resto fluorobencilo (por ejemplo,
FBn), un resto tirosilo (por ejemplo, un Tyr), un 3,4-metilendioxibencilo (por ejemplo, MBn), un resto morfolino (por
ejemplo, MOE), un resto benzofuranilo (por ejemplo, BF), un resto indol (por ejemplo, Trp) y un resto hidroxipropilo
(por ejemplo, Thr).

Fig. 22. Determinadas modificaciones ilustrativas que pueden estar presentes en la posicién 5 de citidina. La
estructura quimica de la modificacién en C-5 incluye el enlace amida ilustrativo que une la modificacién a la posicién
5 de la citidina. Los restos en la posicién 5 mostrados incluyen un resto bencilo (por ejemplo, Bn, PE y un PP), un
resto naftilo (por ejemplo, Nap, 2Nap, NE y 2NE) y un resto tirosilo (por ejemplo, un Tyr).

Descripcion detallada

A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se usan de acuerdo con su uso convencional. Pueden
encontrarse definiciones de términos comunes sobre biologia molecular en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por
Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).
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A menos que se explique de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende normalmente un experto en la materia a la que pertenece esta divulgacion.
Los términos en singular "un", "una", y "el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contexto dicte
claramente lo contrario. "Que comprende A o B" significa que incluye a A, 0 a B, o a Ay a B. Se entiende ademas que
todos los tamafios de bases o los tamafios de aminoacidos, y todos los valores de pesos moleculares 0 masas
moleculares, proporcionados para los acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la

descripcién.

Ademas, se entiende que los intervalos proporcionados en el presente documento son una abreviatura de todos los
valores comprendidos en el intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier nimero,
combinacién de numero o subintervalo del grupo que consisteen 1,2, 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, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49 o 50 (asi como fracciones de los mismos a menos que el contexto indique claramente lo contrario). Cualquier
intervalo de concentracién, intervalo de porcentaje, intervalo de relacién o intervalo de nimero entero se entiende que
incluye el valor de cualquier nimero entero dentro del intervalo citado y, cuando sea adecuado, fracciones del mismo
(tal como una décima y una centésima de un nimero entero), a menos que se indique lo contrario. Asimismo, cualquier
intervalo numérico citado en el presente documento que se refiere a cualquier caracteristica fisica, tal como
subunidades de polimeros, tamafio o espesores, debe entenderse que incluyen cualquier nimero entero comprendido
en el intervalo enumerado, a menos que se indique lo contrario. Como se usa en el presente documento,
"aproximadamente" o "que consiste esencialmente en" significa + 20 % del intervalo, valor o estructura indicado, a
menos que se indique lo contrario. Como se usa en el presente documento, los términos "incluye" y "comprende" son
abiertos y se usan como sinénimos.

Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la
practica o ensayos de la presente divulgacion, se describen a continuacién métodos y materiales adecuados.

Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Como se usa en el presente documento, el término "nucleétido" se refiere a un ribonucleétido o un
desoxirribonucleétido o una forma modificada del mismo, asi como un analogo del mismo. Los nucleétidos incluyen
especies que incluyen purinas (por ejemplo, adenina, hipoxantina, guanina y sus derivados y analogos) asi como
pirimidinas (por ejemplo, citosina, uracilo, timina y sus derivados y analogos). Como se usa en el presente documento,
el término "citidina" se usa de manera genérica para referirse a un ribonucleétido, desoxirribonucleétido o un
ribonucleétido modificado que comprende una base de citosina, a menos que se indique especificamente lo contrario.
El término "citidina" incluye citidinas modificadas en 2', tal como 2'-fluoro, 2'-metoxi, etc. De manera similar, la
expresién '"citidina modificada" o una citidina modificada especifica también se refiere a un ribonucleétido,
desoxirribonucleétido o un ribonucleétido modificado (tal como 2'-fluoro, 2'-metoxi, etc.) que comprende la base de
citosina modificada, a menos que se indique especificamente lo contrario. El término "uridina" se usa de manera
genérica para referirse a un ribonucleétido, desoxirribonucleétido o un ribonucleétido modificado que comprende una
base de uracilo, a menos que se indique especificamente lo contrario. El término "uridina" incluye uridinas modificadas
en 2', tal como 2'-fluoro, 2'-metoxi, etc. De manera similar, la expresion "uridina modificada" o una uridina modificada
especifica también se refiere a un ribonucleétido, desoxirribonucleétido o un ribonucleétido modificado (tal como 2'-
fluoro, 2'-metoxi, etc.) que comprende la base de uracilo modificada, a menos que se indique especificamente lo
contrario.

Como se usa en el presente documento, la expresion "citidina modificada en la posicién 5" o "citidina modificada en
C-5" se refiere a una citidina con una modificacién en la posicién C-5 de la citidina, p. ej., como se muestra en la Figura
20. Las citidinas modificadas en la posicién 5 ilustrativas no limitantes incluyen aquellas mostradas en la Figura 22.
Las citidinas modificadas en la posicién 5 ilustrativas no limitantes incluyen, aunque sin limitacién, 5-(N-
bencilcarboxamida)-2'-desoxicitidina (denominada como "BndC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-2-
feniletilcarboxamida)-2'-desoxicitidina (denominada como "PEdC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-3-

fenilpropilcarboxamida)-2'-desoxiciditina (denominada como "PPdC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-1-
naftiimetilcarboxamida)-2’-desoxicitidina (denominada como "NapdC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-2-
nalftiimetilcarboxamida)-2’-desoxicitidina (denominada como "2NapdC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-1-naftil-2-
etilcarboxamida)-2’-desoxicitidina (denominada como "NEdC" y mostrada en la Figura 21); 5-(N-2-naftil-2-
etilcarboxamida)-2’-desoxicitidina (denominada como "2NEdC" y mostrada en la Figura 21); y 5-(N-tirosilcarboxamida)-
2'-desoxicitidina (denominada como TyrdC y mostrada en la Figura 21). En algunos aspectos de la divulgacién, las
citidinas modificadas en C5, p. ej., en su forma trifosfato, son capaces de ser incorporadas en un oligonucleétido por

una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa KOD).

Las modificaciones quimicas de las citidinas modificadas en C-5 descritas en el presente documento pueden también
combinarse, individualmente o en cualquier combinacién, con modificaciones de azlcar en la posiciéon 2’ por ejemplo,
2'-O-metilo o 2'-fluoro), modificaciones en aminas exociclicas y sustitucién de 4-tiocitidina y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresién "uridina modificada en C-5" o "uridina modificada en la posicién
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5" se refiere a una uridina (normalmente una desoxiuridina) con una modificacién en la posicién C-5 de la uridina, p.
ej., como se muestra en la Figura 20. En algunos aspectos de la divulgacién, las uridinas modificadas en C5, p. ej., en
su forma trifosfato, son capaces de ser incorporadas en un oligonucledtido por una polimerasa (por ejemplo, ADN
polimerasa KOD). Las uridinas modificadas en la posicién 5 ilustrativas no limitantes incluyen aquellas mostradas en
la Figura 21. Las uridinas modificadas en la posicién 5 ilustrativas no limitantes incluyen:

(N-bencilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (BndU),
(N-fenetilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (PEdU),
(N-tiofenilmetilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (THdU),
(N-isobutilcarboxamida)-2'-desoxiuridina (iBudU),
(N-tirosilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (TyrdU),
(N-3,4-metilendioxibencilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (MBndU),
(N-4-fluorobencilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (FBndU),
(N-3-fenilpropilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (PPdU),
(N-imidizoliletilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (ImdU),
(N-triptaminocarboxamida)-2’-desoxiuridina (TrpdU),
(N-R-treoninilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (ThrdU),

loruro de 5-(N-{1-(3-trimetilamonio)propilllcarboxamida)-2'-desoxiuridina,
N-naftilmetilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (NapdU),
[1-(2,3-dihidroxipropil)]carboxamida)-2’-desoxiuridina),
2-naftiimetilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (2NapdU),
1-naftiletilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (NEdU),
2-naftiletilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (2NEdU),
3-benzofuraniletilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (BFdU),

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
c
5
5
5
5
5
5
5-(N-3-benzotiofeniletilcarboxamida)-2’-desoxiuridina (BTdU).

(
(N-
(N-
(N-
(N-
(N-
(N-

Las modificaciones quimicas de las uridinas modificadas en C-5 descritas en el presente documento también pueden
combinarse, individualmente o en cualquier combinacién, con modificaciones de azlcar en la posiciéon 2’ por ejemplo,
2'-O-metilo o 2'-fluoro), modificaciones en aminas exociclicas y sustitucién de 4-tiouridina y similares.

Como se usa en el presente documento, los términos "modificar”, "modificado", "modificaciéon”, y cualquier variacién
de los mismos, cuando se usan en referencia a un oligonucleétido, significan que al menos una de las cuatro bases
nucleotidicas constituyentes (es decir, A, G, T/U y C) del oligonucleétido es un anéalogo o éster de un nucleétido de
origen natural. En algunos aspectos de la divulgacién, el nucleétido modificado confiere al oligonucleétido resistencia
a la nucleasa. Las modificaciones adicionales pueden incluir modificaciones de la cadena principal, metilaciones,
combinaciones de emparejamiento de bases inusuales tales como las isobases isocitidina e isoguanidina y similares.
Las modificaciones también pueden incluir modificaciones en 3’ y 5', tales como la proteccién. Otras modificaciones
pueden incluir la sustitucién de uno o mas de los nucleétidos de origen natural por un analogo, modificaciones
internucleoctidicas tales como, por ejemplo, las que tienen enlaces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y aquellas con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), las que tienen intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), las que contienen
quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aquellas que contienen
alquilantes y aquellas con enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). Ademas,
cualquiera de los grupos hidroxilo normalmente presentes en el azlcar de un nucleétido puede reemplazarse por un
grupo fosfonato o un grupo fosfato; protegerse mediante grupos de proteccién convencionales; o activarse para
preparar enlaces adicionales a nucleétidos adicionales o a un soporte sélido. Los grupos OH terminales 5’ y 3’ pueden
fosforilarse o sustituirse con aminas, restos de grupos de proteccidon organicos de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 atomos de carbono, polimeros de polietilenglicol (PEG) en un aspecto de la divulgacién que
varian de aproximadamente 10 a aproximadamente 80 kDa, polimeros de PEG en otro aspecto de la divulgacién que
varian de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 kDa, u otros polimeros hidréfilos o hidréfobos biolégicos o
sintéticos.

Como se usa en el presente documento, "4cido nucleico", "oligonucleétido”, y "polinucleétido" se usan indistintamente
para referirse a un polimero de nucleétidos e incluyen ADN, ARN, hibridos de ADN/ARN y modificaciones de estos
tipos de acidos nucleicos, oligonucleétidos y polinucleétidos, en donde se incluye la unién de varias entidades o restos
a las unidades nucleotidicas en cualquier posicién. Los términos "polinucleétido", "oligonucledtido", y "acido nucleico”
incluyen moléculas monocatenarias o bicatenarias, asf como moléculas de triple hélice. Acido nucleico, oligonucleétido
y polinucleétido son términos méas amplios que el término aptamero y, por tanto, los términos &cido nucleico,
oligonucleétido y polinucleétido incluyen polimeros de nucleétidos que son aptdmeros, pero los términos acido
nucleico, oligonucleétido y polinucleétido no se limitan a aptameros.

Los polinucleétidos también pueden contener formas analogas de azlcares de ribosa o desoxirribosa que son
normalmente conocidos en la técnica, incluyendo 2'-O-metilo, 2’-O-alilo, 2'-O-etilo, 2'-O-propilo, 2’-O-CH,CH,OCHj,
2'-fluoro, 2'-NH, o 2'-azido, anélogos de azlcares carbociclicos, azlicares a-anoméricos, azlicares epiméricos tales
como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de piranosa, azUcares de furanosa, sedoheptulosas, anélogos de
nucleésidos aciclicos y anélogos abasicos, tales como metil ribésido. Como se observa en el presente documento,
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uno o mas enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por grupos de unién alternativos. Estos grupos de unién
alternativos incluyen aspectos de la divulgacién en donde el fosfato se remplaza con P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"),
(OINRX; ("amidato"), P(O) RX, P(O)ORX, CO o CHy ("formacetal"), en el que cada R* o RX son independientemente
H o alquilo(C1-C20) sustituido o no sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No es necesario que todos los enlaces en un polinucleétido sean idénticos. La
sustitucién de formas analogas de azUcares, purinas y pirimidinas puede ser ventajosa en el disefio de un producto
final, al igual que las estructuras de cadena principal alternativas como una cadena principal de poliamida, por ejemplo.

Los polinucleétidos pueden contener también formas anéalogas de anélogos de azlcares carbociclicos, azlcares a-
anoméricos, azlcares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de piranosa, azUcares de
furanosa, sedoheptulosas, analogos de nucledsidos aciclicos y analogos abasicos, tales como metil ribésido.

Si esta presente, se puede realizar una modificacién en la estructura nucleotidica antes o después del ensamblaje de
un polimero. Se puede interrumpir una secuencia de nucleétidos mediante componentes no nucleotidicos. Un
polinucledtido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacién con un
componente de marcaje.

Como se usa en el presente documento, la expresién "al menos un nucleétido" cuando se refiere a modificaciones de
un acido nucleico, se refiere a uno, varios o todos los nucleétidos del 4cido nucleico, indicando que cualquiera o todas
las ocurrencias de cualquiera o todos de A, C, T, G o U en un acido nucleico pueden estar modificadas o no.

indistintamente para referirse a un acido nucleico de origen no natural que tiene una accién deseable sobre una
molécula diana. Una accién deseable incluye, pero no se limita a, unirse a la diana, cambiar cataliticamente la diana,
reaccionar con la diana de una forma que modifica o altera la diana o la actividad funcional de la diana, unirse
covalentemente a la diana (como en un inhibidor suicida) y facilitar la reaccidén entre la diana y otra molécula. En un
aspecto de la divulgacién, la accién es afinidad de unién especifica por una molécula diana, siendo dicha molécula
diana una estructura quimica tridimensional diferente a un polinucleétido que se une al aptamero a través de un
mecanismo que es independiente de la formacién de pares de bases de Watson/Crick o la formacidén de hélices triples,
en donde el aptdamero no es un acido nucleico que tiene la funcidn fisiolégica conocida de unirse a la molécula diana.
Los aptameros para una diana dada incluyen 4cidos nucleicos que se identifican a partir de una mezcla candidata de
acidos nucleicos, donde el aptdmero es un ligando de la diana, mediante un método que comprende: (a) poner en
contacto la mezcla candidata con la diana, en donde los 4cidos nucleicos que tienen una afinidad aumentada por la
diana con respecto a otros &cidos nucleicos en la mezcla candidata se pueden separar del resto de la mezcla
candidata; (b) separar los &cidos nucleicos con afinidad aumentada de los restos de la mezcla candidata; y (c)
amplificar los acidos nucleicos con afinidad aumentada para producir una mezcla enriquecida en ligandos de acidos
nucleicos, con lo que se identifican los aptameros de la molécula diana. Se reconoce que las interacciones de afinidad
son una cuestion de grado; sin embargo, en este contexto, la "afinidad de unidén especifica" de un aptdmero por su
diana significa que el aptamero se une a su diana normalmente con un grado mucho mas alto de afinidad que si se
une a otros componentes, no diana, en una mezcla o muestra. Un "aptamero”, "SOMAmer", o "ligando de acido
nucleico" es un conjunto de copias de un tipo o especie de molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de
nucleétidos particular. Un aptamero puede incluir cualquier nUmero adecuado de nucleétidos. "Aptameros" se refiere
a més de uno de dichos conjuntos de moléculas. Diferentes aptdmeros pueden tener el mismo o diferente nimero de
nucleétidos. Los aptameros pueden ser ADN o ARN y pueden ser de cadena simple, de cadena doble o contener
regiones de cadena doble o cadena triple. El algunos aspectos de la divulgacion, los aptdmeros se preparan usando
un proceso SELEX como se ha descrito en el presente documento, o se conoce en la técnica.

Como se usa en el presente documento, "ligando de acido nucleico", "aptamero”, "SOMAmer", y "clon" se usan

Como se usa en el presente documento, un "SOMAmer" o aptamero modificado con tasa de disociacién lenta se
refiere a un aptamero que tiene caracteristicas de tasa de disociacién mejoradas. Los SOMAmer pueden ser
generados usando los métodos SELEX mejorados descritos en la patente de Estados Unidos N.° 7.947.447, titulada
"Method for Generating Aptamers with Improved Off-Rates".

Como se usa en el presente documento, un aptamero que comprende dos tipos diferentes de pirimidinas modificadas
en la posicién 5 o pirimidinas modificadas en C-5 puede denominarse "aptameros con doble modificacién", aptameros
que tienen "dos bases modificadas”, aptdmeros que tienen "modificaciones de dos bases" o "dos bases modificadas",
aptdmero que tiene "bases dobles modificadas”, todos los cuales pueden usarse indistintamente. Una biblioteca de
aptédmeros o biblioteca de aptamero también puede usar la misma terminologia. Por tanto, en algunos aspectos de la
divulgacién, un aptdmero comprende dos pirimidinas modificadas en la posiciéon 5 diferentes, en donde las dos
pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes se seleccionan de una NapdC y una NapdU, una NapdC y una
PPdU, una NapdC y una MOEdU, una NapdC y una TyrdU, una NapdC y una ThrdU, una PPdC y una PPdU, una
PPdC y una NapdU, una PPdC y una MOEdU, una PPdC y una TyrdU, una PPdC y una ThrdU, una NapdC y una
2NapdU, una NapdC y una TrpdU, una 2NapdC y una NapdU, y 2NapdC y una 2NapdU, una 2NapdC y una PPdU,
una 2NapdC y una TrpdU, una 2NapdC y una TyrdU, una PPdC y una 2NapdU, una PPdC y una TrpdU, una PPdCy
una TyrdU, una TyrdC y una TyrdU, una TrydC y una 2NapdU, una TyrdC y una PPdU, una TyrdC y una TrpdU,
unaTyrdC y una TyrdU, y una TyrdC y una TyrdU. En algunos aspectos de la divulgacién, un aptdmero comprende al
menos una uridina y/o timidina modificada y al menos una citidina modificada, en donde la al menos una uridina y/o
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timidina modificada se modifica en la posicién 5 con un resto seleccionado de un resto naftilo, un resto bencilo, un
resto fluorobencilo, un resto tirosilo, un resto indol, un resto morfolino, un resto isobutilo, un resto 34-
metilendioxibencilo, un resto benzotiofenilo y un resto benzofuranilo, y en donde la al menos un citidina modificada se
modifica en la posiciébn 5 con un resto seleccionado de un resto naftilo, un resto tirosilo y un resto bencilo. En
determinados aspectos de la divulgacidn, el resto estd enlazado de manera covalente en la posicion 5 de la base
mediante un enlazador que comprende un grupo seleccionado de un enlazador de amida, un enlazador de carbonilo,
un enlazador de propinilo, un enlazador de alquino, un enlazador de éster, un enlazador de urea, un enlazador de
carbamato, un enlazador de guanidina, un enlazador de amidina, un enlazador de sulféxido y un enlazador de sulfona.

Como se usa en el presente documento, un aptamero que comprende un Unico tipo de pirimidina modificada en la
posicién 5 o pirimidina modificada en C-5 puede denominarse "aptdmeros con Unica modificacion”, aptameros que
tienen una "Unica base modificada", aptdmeros que tienen una "modificacién de base Unica" o "bases Unicas
modificadas", todos los cuales pueden usarse indistintamente. Una biblioteca de aptameros o biblioteca de aptamero
también puede usar la misma terminologia. Como se usa en el presente documento, "proteina” se usa como sinénimo
de "péptido”, "polipéptido", o "fragmento peptidico". Un polipéptido, proteina, péptido o fragmento peptidico "purificado"
esta sustancialmente libre de material celular u otras proteinas contaminantes de la célula, tejido, fuente libre de células
a partir de la cual se ha obtenido la secuencia de aminoéacidos, o sustancialmente libres de precursores quimicos u

otros quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

En determinados aspectos de la divulgacién, un aptdmero comprende una primera pirimidina modificada en la posicién
5 y una segunda pirimidina modificada en la posicién 5, en donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5
comprende un resto tirosilo en la posicién 5 de la primera pirimidina modificada en la posicién 5, y la segunda pirimidina
modificada en la posicién 5 comprende un resto naftilo o resto bencilo en la posicién 5 en la segunda pirimidina
modificada en la posicién 5. En aspectos relacionados de la divulgacién, la primera pirimidina modificada en la posicién
5 es un uracilo. En un aspecto relacionado, la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citosina. En un
aspecto relacionado de la divulgacién, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de los uracilos del aptamero estan modificados en la posicion 5.
En aspectos relacionados de la divulgacién, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 100 % de la citosina del aptdmero esta modificada en la posicién
5.

Nucleétidos modificados

La divulgacién proporciona oligonucleétidos, tales como aptdmeros, que comprenden dos tipos diferentes de
nucleétidos modificados en la base. Los oligonucleétidos comprenden dos tipos diferentes de pirimidinas modificadas
en la posiciéon 5. El oligonucleétido comprende al menos una citidina modificada en C5 y al menos una uridina
modificada en C5. En algunas realizaciones, el oligonucleétido comprende dos citidinas modificadas en C5 diferentes.
En algunas realizaciones, el oligonucleétido comprende dos uridinas modificadas en C5 diferentes. Las uridinas y
citidinas modificadas en C5 ilustrativas no limitantes se muestran, por ejemplo, en la Férmula | a continuacién y en la
Figura 20. Determinadas uridinas modificadas en C5 ilustrativas se muestran en la Figura 21, y determinadas citidinas
modificadas en C5 ilustrativas se muestran en la Figura 22.

En algunos aspectos de la divulgacion, el oligonucleétido comprende al menos una pirimidina de Férmula I:

NH, ©
~R .
2\ | H
O N
RO

Q
OR' X
Férmula |

en donde
R es independientemente un -(CHs)n-, en donde n es un numero entero seleccionado de 0, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9

0 10;
RX! se selecciona independientemente del grupo que consiste en
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en donde, * denota el punto de unién del grupo RX! al grupo -(CHz)s-; y en donde,

R** se selecciona independientemente del grupo que consiste en un alquilo inferior (C1-C20) ramificado o
lineal; un grupo hidroxilo; un halégeno (F, CI, Br, I); nitrilo (CN); acido borénico (BO2H>); acido carboxilico
(COOH); éster de acido carboxilico (COOR*?); amida primaria (CONH,); amida secundaria (CONHR*?); amida
terciaria (CONR*?R*3); sulfonamida (SO2NH>); N-alquilsulfonamida (SONHR*?);

R*? y R*3 se seleccionan independientemente, por cada aparicidn, del grupo que consiste en un alquilo inferior
(C1-C20) ramificado o lineal; fenilo (CeHs); un anillo de fenilo sustituido con R** (R**CgH,), en donde R* se
define anteriormente; un acido carboxilico (COOH); un éster de acido carboxilico (COOR*®), en donde R*® es
un alquilo inferior (C1-C20) ramificado o lineal; y cicloalquilo, en donde R*? y R*3 juntos forman un anillo de 5 o
6 miembros sustituido o no sustituido;

X se selecciona independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -
OCH,>CH>OCHSs, NH» y -azido;

R' se selecciona independientemente del grupo que consiste en un -H, -OAc; -OBz; - P(NiPr2)(OCH>CH>CN); y
-OSiMextBu;

R" se selecciona independientemente del grupo que consiste en un hidrégeno, 4,4'-dimetoxitritilo (DMT) y
trifosfato (-P(O)(OH)-O-P(O)(OH)-O-P(O)(OH),) 0 una sal de los mismos;

Z se selecciona independientemente del grupo que consiste en un -H, alquilo C(1-4) sustituido o no sustituido;

y sales de los mismos.

En algunos aspecto de la divulgacion, el oligonucleétido comprende al menos una pirimidina modificada mostrada en
la Figura 21, en donde cada X se selecciona independientemente de -H, -OH, - OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -
OCH,CH>OCHs3, NH2 y -azido.

En algunos aspecto de la divulgacion, el oligonucleétido comprende al menos una pirimidina modificada mostrada en
la Figura 22, en donde cada X se selecciona independientemente de -H, -OH, - OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -
OCH,CH>OCHs3, NH2 y -azido.

En algunos aspectos de la divulgacién, el oligonucledtido comprende al menos una pirimidina modificada mostrada en
la Figura 21 y al menos una pirimidina modificada mostrada en la Figura 22, en donde cada X se selecciona
independientemente de -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, - OCH>CH>OCHs, NH y -azido. Determinados pares
ilustrativos no limitantes de pirimidinas modificadas se muestran en los Ejemplos descritos en el presente documento.

En algunos aspecto de la divulgacion, el oligonucleétido comprende al menos una pirimidina modificada mostrada en
la Figura 20, en donde la posicién 2' de la ribosa se selecciona independientemente de -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -
OEt, -OPr, -OCH>CH>OCHs, NH> y -azido. En algunos aspectos de la divulgacién, el oligonucleétido comprende al
menos dos pirimidinas modificadas mostradas en la Figura 20, en donde la posicién 2' de la ribosa se selecciona
independientemente de -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3, NH» y -azido.

En algunos aspectos de la divulgacién, el oligonucledtido comprende al menos una pirimidina modificada mostrada en
la Figura 20 y al menos una pirimidina modificada mostrada en la Figura 21 o en la Figura 22, en donde la posicién 2'
de la ribosa se selecciona independientemente de -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH>CH>OCHs, NH2 y -
azido. Determinados pares ilustrativos no limitantes de pirimidinas modificadas se muestran en los Ejemplos descritos
en el presente documento.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el oligonucleétido puede ser un aptamero. En
algunas de dichas realizaciones, el oligonucleétido es un aptamero que se une especificamente a un polipéptido diana.
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Preparacion de oligonucleétidos

La sintesis automatizada de oligodesoxinucledsidos es una practica habitual en muchos laboratorios (véase, por
ejemplo, Matteucci, M. D. y Caruthers, M. H., (1990) J. Am. Chem. Soc., 103:3185-3191). También es bien conocida
la sintesis de oligorribonucleédsidos (véase, por ejemplo Scaringe, S. A, et al., (1990) Nucleic Acids Res. 18:5433-
5441). Como se observa en el presente documento, las fosforamiditas son Utiles para incorporar el nucledsido
modificado a un oligonucleétido mediante sintesis quimica y los trifosfatos son utiles para incorporar el nucledsido
modificado a un oligonucleétido mediante sintesis enzimatica. (Véase, p. €j., Vaught, J. D. et al. (2004) J. Am. Chem.
Soc., 126:11231-11237; Vaught, J. V., et al. (2010) J. Am. Chem. Soc. 132, 4.141-4151; Gait, M. J. "Oligonucleotide
Synthesis a practical approach” (1984) IRL Press (Oxford, Reino Unido); Herdewijn, P. "Oligonucleotide Synthesis"
(2005) (Humana Press, Totowa, N.J.)).

El método SELEX

Los términos "SELEX" y "proceso SELEX" se usan indistintamente en el presente documento para referirse,
normalmente, a una combinacion de (1) la seleccién de acidos nucleicos que interactian con una molécula diana de
una forma deseable, por ejemplo, unién con alta afinidad a una proteina, con (2) la amplificacién de esos é&cidos
nucleicos seleccionados. El proceso SELEX se puede usar para identificar aptameros con alta afinidad por una
molécula diana especifica o biomarcador.

Normalmente, SELEX incluye preparar una mezcla candidata de &cidos nucleicos, unir la mezcla candidata a la
molécula diana deseada para formar un complejo de afinidad, separar los complejos de afinidad de los 4cidos nucleicos
candidatos no unidos, separar y aislar el acido nucleico del complejo de afinidad, purificar el acido nucleico e identificar
una secuencia de aptamero especifica. El proceso puede incluir multiples ciclos para perfeccionar adicionalmente la
afinidad del aptamero seleccionado. El proceso puede incluir fases de amplificacién en uno o mas puntos en el
proceso. Véase, p. ej., la patente de Estados Unidos N.° 5.475.096, titulada "Nucleic Acid Ligands". El proceso SELEX
se puede usar para generar un aptdmero que se une covalentemente a su diana asi como un aptamero que se une
no covalentemente a su diana. Véase, p. €j., la patente de Estados Unidos N.° 5.705.337 titulada "Systematic Evolution
of Nucleic Acid Ligands by Exponential Enrichment: Chemi-SELEX".

El proceso SELEX se puede usar para identificar aptdmeros de alta afinidad que contienen nucledtidos modificados
que confieren caracteristicas mejoradas en el aptamero, tal como, por ejemplo, caracteristicas de administracién
mejoradas o estabilidad in vivo mejorada. Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen sustituciones quimicas en
las posiciones de base y/o ribosa y/o fosfato. Se describen aptdmeros identificados con el proceso SELEX que
contienen nucleétidos modificados en la patente de Estados Unidos N.° 5.660.985, titulada "High Affinity Nucleic Acid
Ligands Containing Modified Nucleotides", que describe oligonucledtidos que contienen derivados de nucleétidos
modificados quimicamente en las posiciones 5'y 2' de pirimidinas. la patente de Estados Unidos N.° 5.580.737, véase
méas arriba, describe aptameros altamente especificos que contienen uno o0 mas nucleétidos modificados con 2'-amino
(2'-NHy), 2'-fluoro (2'-F) y/o 2'-O-metilo (2'-OMe). Véase también, la publicaciéon de solicitud de patente de Estados
Unidos N.° 20090098549, titulada "SELEX" y "PHOTOSELEX", que describe bibliotecas de acidos nucleicos que
tienen propiedades quimicas y fisicas expandidas y su uso en SELEX y photoSELEX.

También puede usarse SELEX para identificar aptdmeros que tienen caracteristicas de tasa de disociacidén deseables.
Véase, la patente de Estados Unidos N.° 7.947.447, titulada "Method for Generating Aptamers with Improved Off-
Rates", que describe métodos SELEX mejorados para generar aptameros que pueden unirse a moléculas diana. Se
describen métodos para producir aptameros y fotoaptdmeros que tienen tasas mas lentas de disociacién de sus
respectivas moléculas diana. Los métodos implican poner en contacto la mezcla candidata con la molécula diana,
permitir que ocurra la formaciéon de complejos acido nucleico-diana y realizar un proceso de enriquecimiento de tasa
de disociacién lenta en donde los complejos &cido nucleico-diana con tasas de disociacién rapidas se disocian y no
se reforman, mientras que los complejos con tasa de disociacion lenta permanecen intactos. De manera adicional, los
métodos incluyen el uso de nucleétidos modificados en la produccién de mezclas de &cido nucleico candidatas para
generar aptameros con rendimiento de tasa de disociacibn mejorado (véase, la patente de Estados Unidos
N.© 8.409.795, titulada "SELEX and PhotoSELEX"). (Véanse también la patente de Estados Unidos N.°© 7.855.054 y la
publicacién de patente de Estados Unidos N.° 20070166740).

"Diana" o "molécula diana" o "diana" se refiere en el presente documento a cualquier compuesto sobre el cual un acido
nucleico puede actuar de una forma deseable. Una molécula diana puede ser una proteina, péptido, acido nucleico,
hidrato de carbono, lipido, polisacérido, glucoproteina, hormona, receptor, antigeno, anticuerpo, virus, patégeno,
sustancia tdxica, sustrato, metabolito, andlogo de estado de transicién, cofactor, inhibidor, farmaco, tinte, nutriente,
factor de crecimiento, célula, tejido, cualquier porcién o fragmento de cualquiera de los anteriores, etc., sin limitacién.
Préacticamente cualquier efector quimico o biolégico puede ser una diana adecuada. Pueden servir como dianas
moléculas de cualquier tamafio. También se puede modificar una diana de ciertas maneras para mejorar la
probabilidad o resistencia de una interaccién entre la diana y el acido nucleico. Una diana también puede incluir
cualquier variacién menor de una molécula o compuesto particular, tal como, en el caso de una proteina, por ejemplo,
variaciones menores en la secuencia de aminoécidos, formacién de enlaces disulfuro, glicosilacién, lipidacion,
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acetilacion, fosforilacién o cualquier otra manipulacién o modificacion, tal como conjugaciéon con un componente de
etiquetado, que no altera sustancialmente la identidad de la molécula. Una "molécula diana" o "diana" es un conjunto
de copias de un tipo o especie de molécula o estructura multimolecular que es capaz de unirse a un aptédmero.
"Moléculas diana" o "dianas" se refiere a mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Las realizaciones del proceso
SELEX en las que la diana es un péptido se describen en la patente de Estados Unidos N.°6.376.190, titulada
"Modified SELEX Processes Without Purified Protein". En algunas realizaciones, una diana es una proteina.

Como se usa en el presente documento, "molécula competidora" y "competidor" se usan indistintamente para referirse
a cualquier molécula que pueda formar un complejo no especifico con una molécula no diana. En este contexto, las
moléculas no diana incluyen aptameros libres, donde, por ejemplo, un competidor puede usarse para inhibir la unién
del aptdmero (volver a unirse), no especificamente, a otra molécula no diana. Una "molécula competidora" o
"competidor" es un conjunto de copias de un tipo o especie de molécula. "Moléculas competidoras" o "competidores”
hacen referencia a mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Las moléculas competidoras incluyen, aunque sin
limitacion, oligonucleétidos, polianiones (por ejemplo, heparina, ADN de esperma de arenque, ADN de esperma de
salmén, ARNt, sulfato de dextrano, polidextrano, polimeros fosfodiéster abasicos, dNTPs y pirofosfato). En varios
aspectos de la divulgacién, puede usarse una combinacién de uno o mas competidores.

Como se usa en el presente documento, "complejo no especifico” se refiere a una asociaciéon no covalente entre dos
0 mas moléculas diferentes a un aptdmero y su molécula diana. Un complejo no especifico representa una interaccién
entre clases de moléculas. Los complejos no especificos incluyen complejos formados entre un aptdmero y una
molécula no diana, un competidor y una molécula no diana, un competidor y una molécula diana, y una molécula diana
y una molécula no diana.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proceso de enriquecimiento de tasa de disociacion lenta" se
refiere a un proceso para alterar las concentraciones relativas de determinados componentes de una mezcla candidata
de modo que la concentracion relativa de los complejos de afinidad de aptdmero que tengan tasas de disociacién
lentas se incrementa en relacién con la concentracién de los complejos de afinidad de aptamero que tienen tasas de
disociacién mas rapidas y menos deseables. En un aspecto de la divulgacion, el proceso de enriquecimiento de tasa
de disociacién lenta es un proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta a base de soluciones. En este
proceso, un proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta a base de soluciones tiene lugar en solucién, de
manera que ni la diana ni los acidos nucleicos que forman los complejos de afinidad de aptamero en la mezcla estan
inmovilizados en un soporte sélido durante el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta. En varios
aspectos, el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta puede incluir una o més etapas, incluyendo la
adicidn e incubacidén con una molécula competidora, dilucién de la mezcla o una combinacién de estas (por ejemplo,
dilucién de la mezcla en presencia de una molécula competidora). Debido a que el efecto del proceso de
enriquecimiento de tasa de disociacién lenta depende en general de las diferentes tasas de disociacién de complejos
de afinidad de aptamero diferentes (es decir, complejos de afinidad de aptdmero formados entre la molécula diana y
acidos nucleicos diferentes en la mezcla candidata), duracién del proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién
lenta se selecciona para retener una alta proporcién de los complejos de afinidad de aptdmero que tengan tasas de
disociacion lentas mientras reduce sustancialmente el nimero de complejos de afinidad de aptamero que tengan tasas
de disociacidn rapidas. El proceso de enriquecimiento de tasa de disociacion lenta puede usarse en uno o mas ciclos
durante el proceso SELEX. Cuando la dilucién y la adicién de un competidor se usan en combinacidén, pueden
realizarse de forma simultanea o de forma secuencial, en cualquier orden. El proceso de enriquecimiento de tasa de
disociacién lenta puede usarse cuando la concentraciéon de diana (proteina) en la mezcla es baja. En un aspecto,
cuando el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta incluye dilucién, la mezcla puede diluirse tanto
como sea practico, teniendo en cuenta que los acidos nucleicos retenidos por el aptdmero se recuperan para ciclos
posteriores en el proceso SELEX. En unos aspectos, el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta incluye
el uso de un competidor asi como dilucién, permitiendo que la mezcla sea diluida menos de lo que seria necesario sin
el uso de un competidor.

En un aspecto de la divulgacién, el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta incluye la adicién de un
competidor y el competidor es un polianién (por ejemplo, heparina o sulfato de dextrano (dextrano)). La heparina o el
dextrano se han usado en la identificacién de aptameros especificos en selecciones previas de SELEX. En dichos
métodos, sin embargo, la heparina o el dextrano estan presentes durante la etapa de equilibrio en la que la diana y el
aptédmero se unen para formar complejos. En dichos métodos, a medida que aumenta la concentracién de heparina o
dextrano, aumenta la relacién de los complejos diana/aptamero de alta afinidad por los complejos diana/aptédmero de
baja afinidad. Sin embargo, una alta concentraciéon de heparina o dextrano puede reducir el nimero de complejos
diana/aptamero de alta afinidad en el equilibrio debido a la competencia por la unién a la diana entre el 4cido nucleico
y el competidor. En cambio, los métodos descritos actualmente afiaden el competidor después de que se haya
permitido forman los complejos diana/aptameros y, por ello, no afecta el nimero de complejos formados. La adicidén
del competidor después de que la unién en equilibro se haya producido entre la diana y el aptamero crea un estado
de no equilibrio que evoluciona en el tiempo a un nuevo equilibrio con menos complejos diana/aptamero. Atrapar los
complejos diana/aptamero antes de que se haya alcanzado el nuevo equilibro enriquece la muestra de aptémeros de
tasa de disociacion lenta puesto que los complejos de tasa de disociacion rapida se disociaran primero.

En otros aspectos de la divulgacién, un competidor polianiénico (por ejemplo, sulfato de dextrano u otro material
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polianiénico) se usa en el proceso de enriquecimiento de tasa de disociacién lenta para facilitar la identificacién de un
aptdmero que es refractario en presencia del polianién. En este contexto, "aptamero refractario polianiénico" es un
aptamero que es capaz de formar un complejo aptamero/diana que es menos probable que se disocie en la solucién
y que también contenga el material refractario polianiénico que un complejo aptdmero/diana que incluye un aptadmero
refractario no polianiénico. De esta manera, los aptameros refractarios polianiénicos pueden usarse en la realizacion
de métodos analiticos para detectar la presencia o cantidad o concentracién de una diana en una muestra, donde el
método de deteccidn incluye el uso del material polianiénico (por ejemplo, sulfato de dextrano) al que el aptamero es
refractario.

Por tanto, en un aspecto de la divulgacién, se proporciona un método para producir un aptamero refractario
polianiénico. En este aspecto, después de ponerse en contacto con una mezcla candidata de acidos nucleicos con la
diana. Se deja que la diana y los acidos nucleico en la mezcla candidata lleguen a un equilibrio. Se introduce un
competidor polianiénico y se deja incubar en la solucidén durante un periodo de tiempo suficiente para asegurar que la
mayoria de los aptameros de tasa de disociacién répida en la mezcla candidata se disocien de la molécula diana.
Asimismo, los aptameros en la mezcla candidata que pueden disociarse en presencia del competidor polianiénico se
liberarédn de la molécula diana. La mezcla est4 separada para aislar los aptameros de tasa de disociacidn lenta de alta
afinidad que se mantuvieron en asociacién con la molécula diana y para eliminar cualquier material que no haya
formado complejos de la solucidn. El aptdmero puede entonces liberarse de la molécula diana y aislarse. El aptamero
aislado también puede amplificarse y aplicarse rondas adicionales de seleccién para aumentar el rendimiento general
de los aptameros seleccionados. Este proceso también puede usarse con un tiempo de incubacién minimo si la
seleccidén de los aptameros de tasa de disociacién lenta no es necesaria para una aplicacidén especifica.

Por tanto, en unos aspectos de la divulgacidn, se proporciona un proceso SELEX modificado para la identificaciéon o
la produccién de aptameros que tienen tasas de disociacidn lentas (largas) en donde la molécula diana y la mezcla
candidata se ponen en contacto y se incuban en conjunto durante un periodo de tiempo suficiente para que se
produzca una unién en equilibrio entre la molécula diana y los acidos nucleicos contenidos en la mezcla candidata.
Tras la unién en equilibrio, se afiade un exceso de molécula competidora, p. ej., competidor de polianién, a la mezcla
y la mezcla se incuba junto con el exceso de molécula competidora durante un periodo de tiempo predeterminado.
Una proporcién significativa de aptameros que tienen tasas de disociacién que son inferiores a este periodo de
incubacién predeterminado se disociara de la diana durante el periodo de incubacién predeterminado. La reasociacion
de estos aptameros de tasa de disociacién rapida con la diana se minimiza debido al exceso de la molécula
competidora que no se puede unir especificamente a la diana y ocupar sitios de unién a la diana. Una proporcién
significativa de aptdmeros que tienen tasas de disociacién mas largas permaneceran en complejos con la diana
durante el periodo de incubacién predeterminado. Al final del periodo de incubacidn, separar los complejos de acido
nucleico-diana del resto de la mezcla permite la separacién de una poblacién de aptameros de tasa disociacién lenta
de aquellos que tienen tasas de disociacién rapidas. Una etapa de disociacion puede usarse para disociar los
aptameros de tasa de disociacién lenta de su diana y permite el aislamiento, identificacién, secuenciacién, sintesis y
amplificaciéon de aptdmeros de tasa de disociacién lenta (aptameros individuales o de un grupo de aptdmeros de tasa
de disociacién lenta) que tienen una alta afinidad y especificidad por la molécula diana. Como en SELEX convencional,
las secuencias de aptamero identificadas de una ronda del proceso SELEX modificado pueden usarse en la sintesis
de una nueva mezcla candidata de manera que las etapas de puesta en contacto, unién en equilibrio, adicién de una
molécula competidora, incubacién con molécula competidora y separacién de aptameros de tasa de disociacién lenta
pueden iterarse/repetirse cuantas veces se desee.

La combinacién de permitir la unién en equilibrio de la mezcla candidata con la diana antes de la adicién del competidor,
seguido por la adicién de un exceso de competidor y la incubacién con el competidor durante un periodo de tiempo
predeterminado permite la seleccién de una poblacién de aptameros que tienen tasas de disociacién que son mucho
mas grandes que las obtenidas previamente.

Con el fin de alcanzar la unién en equilibrio, la mezcla candidata puede incubarse con la diana durante al menos
aproximadamente 5 minutos o al menos aproximadamente 15 minutos, aproximadamente 30 minutos,
aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas o aproximadamente 6 horas.

El periodo de incubacién predeterminado de la molécula competidora con la mezcla de la mezcla candidata y la
molécula diana puede seleccionarse segun se desee, teniendo en cuenta los factores tales como la naturaleza de la
diana y las tasas de disociacién conocidas (si las hubiera) de aptdmeros conocidos para la diana. Los periodos de
incubacién predeterminados pueden seleccionarse de: al menos aproximadamente 5 minutos, al menos
aproximadamente 10 minutos, al menos aproximadamente 20 minutos, al menos aproximadamente 30 minutos, al
menos aproximadamente 45 minutos, al menos aproximadamente 1 hora, al menos aproximadamente 2 horas, al
menos aproximadamente 3 horas, al menos aproximadamente 4 horas, al menos aproximadamente 5 horas, al menos
aproximadamente 6 horas.

En otros aspectos de la divulgacién, se usa una dilucibn como un proceso de mejora de tasa de disociacién e

incubacion de la mezcla candidata diluida, el complejo de molécula diana/aptamero puede llevarse a cabo durante un
periodo de tiempo predeterminado, que puede seleccionarse de: al menos aproximadamente 5 minutos, al menos
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aproximadamente 10 minutos, al menos aproximadamente 20 minutos, al menos aproximadamente 30 minutos, al
menos aproximadamente 45 minutos, al menos aproximadamente 1 hora, al menos aproximadamente 2 horas, al
menos aproximadamente 3 horas, al menos aproximadamente 4 horas, al menos aproximadamente 5 horas, al menos
aproximadamente 6 horas.

Las realizaciones de la presente divulgacidn se refieren a la identificacion, produccién, sintesis y uso de aptédmeros de
tasa de disociacién lenta. Estos son aptdmeros que tienen una tasa de disociacién (1) de un complejo aptdmero-
diana no covalente que es superior que la de los aptdmeros normalmente obtenidos por SELEX convencional. Para
una mezcla que contiene complejos no covalentes de aptdmero y diana, la t12 representa el tiempo que tarda la mitad
de los aptameros en disociarse de los complejos aptdmero-diana. La t1,2 de los aptameros de tasa de disociacién de
acuerdo con la presente divulgacién se selecciona de uno de: superior o igual a aproximadamente 30 minutos; entre
aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 240 minutos; entre aproximadamente de 30 minutos a
aproximadamente 60 minutos; entre aproximadamente de 60 minutos a aproximadamente 90 minutos, entre
aproximadamente de 90 minutos a aproximadamente 120 minutos; entre aproximadamente de 120 minutos a
aproximadamente 150 minutos; entre aproximadamente de 150 minutos a aproximadamente 180 minutos; entre
aproximadamente de 180 minutos a aproximadamente 210 minutos; entre aproximadamente de 210 minutos a
aproximadamente 240 minutos.

Un rasgo caracteristico de un aptamero identificado por un procedimiento SELEX es su alta afinidad por su diana. Un
aptdmero tendra una constante de disociaciéon (kd) para su diana que se selecciona de uno de: menos de
aproximadamente 1 yM, menos de aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 10 nM, menos de
aproximadamente 1 nM, menos de aproximadamente 100 pM, menos de aproximadamente 10 pM, menos de
aproximadamente 1 pM.

Bibliotecas de oligonucleétidos

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporcionan bibliotecas de oligonucleétidos que comprenden secuencias
aleatorias. Dichas bibliotecas pueden ser Utiles, en algunas realizaciones, para realizar SELEX. En algunos aspectos
de la divulgacién, cada oligonucleétido de una biblioteca de oligonucleétidos comprende un nimero de posiciones
seleccionadas al azar, tales como al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 0 50, 0 20-100, 20-80, 20-70, 20-60, 20-50, 20-40,
o 30-40 posiciones seleccionadas al alzar. En algunos aspectos de la divulgacién, cada oligonucleétido de una
biblioteca de oligonucledtidos comprende secuencias fijas que flanquean las posiciones seleccionadas al alzar. Dichas
secuencias flanqueantes fijas pueden ser las mismas o diferentes entre si (es decir, la secuencia flanqueante 5'y la
secuencia flanqueante 3' pueden ser las mismas o diferentes), y pueden, en algunos aspectos, pueden ser las mismas
para todos los miembros de la biblioteca (es decir, todos los miembros de la biblioteca pueden tener la misma
secuencia flanqueante 5' y/o todos los miembros de la biblioteca pueden tener la misma secuencia flanqueante 3').

En algunas realizaciones, las posiciones seleccionadas al azar pueden estar compuestas por cuatro o méas bases
nucleotidicas diferentes, una o més de las cuales estd modificada. En algunas realizaciones, todas de un tipo de bases
nucleétida esta modificada o no modificada (por ejemplo, todas las citidinas de la regiéon seleccionada al azar o
modificadas, o todas estan sin modificar). En algunas realizaciones, un tipo de base nucleotidica en la region
seleccionada al azar estd presente tanto en formas modificadas como no modificadas. En algunas de dichas
realizaciones, las posiciones seleccionadas al azar estdn formadas por dos bases nucleotidicas modificadas y dos no
modificadas. En algunas de dichas realizaciones, las posiciones seleccionadas al azar estan formadas por adenina,
guanina, citidina modificada en C5 y uridina modificada en C5. Las citidinas modificadas en C5 y las uridinas
modificadas en C5 ilustrativas no limitantes se muestran en las Figuras 19 a 21. También se describe bibliotecas de
oligonucleétidos y métodos para fabricarlas, p. €j., en los Ejemplos en el presente documento.

Aptameros ilustrativos

En algunas realizaciones, se proporcionan aptameros que se unen a una molécula diana. En algunas realizaciones,
la molécula diana es una proteina diana. En algunos aspectos de la divulgacién, se proporcionan aptdmeros que se
unen a PCSK9. En algunas realizaciones, un aptamero que se une a PCSK9 inhibe la unién de PCSK9 a LDL-R. En
algunos de dichos aspectos de la divulgacion, el aptamero comprende la secuencia 5'-yGpppG-3', en donde cada y
es una TyrdU y cada p es una NapdC. En algunos aspectos de la divulgacién, el aptamero comprende ademas la
secuencia 5-yEAyGA.pAp-3', en donde E se selecciona de y, Ay G, y n es 0 o 1. En algunos aspectos de la
divulgacidén, n es 0. En algunos aspectos de la divulgacion, la secuencia 5'-yEAyGA.pAp-3' se ubica en &' de la
secuencia 5'-yGpppG-3'. En algunos aspectos de la divulgacidn, E es y.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona un aptamero que se une a PCSK9, en donde el aptamero
comprende la secuencia 5'-FrpppAAGRJIrpRppW-3' (SEQ ID NO: 81), en donde F se selecciona de ry G; cada R se
selecciona independientemente de Gy A; J se selecciona dery A; W se seleccionader, GyA;nes0o1;, mes0Oo
1; res PpdC; y p es NapdU. En algunos aspectos de la divulgacién, m es 1. En algunas realizaciones, F es r. En
algunas realizaciones, J es r. En algunos aspectos de la divulgacién, W es G.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona un aptamero que se une a PCSK9, en donde el aptamero
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comprende la secuencia 5-TTppGGpp-3', en donde cada p es una NapdC.

En algunos aspectos de la divulgacién, un aptamero que se une a PCSKO tiene una longitud de 20 a 100, o 20 a 90,
020a80,020a70,020a60, 020a50, 030a100,030a90,030a80,030a70,030a60,030a50, 040a
100,040a90, 040a80,040a 70, 0 40 a60, 0 40 a 50 nucledtidos.

En algunos aspectos de la divulgacion, el aptamero inhibe la unién de PCSK9 a LDL-R. En algunos aspectos de la
divulgacion, el aptdmero inhibe la unién de PCSK9 a LDL-R con una Clsg inferior a 30 nM, inferior a 20 nM o inferior a
15 nM.

En algunos aspectos de la divulgacién, se proporciona una composiciéon para su uso en un método para reducir el
colesterol en un sujeto, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita un aptdmero que se une a PCSK9. En
algunos aspectos de la divulgacion, el aptdmero que se une a PCSK9 es un aptadmero proporcionado en el presente
documento. En algunos aspectos de la divulgacién, el colesterol es colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(LDL-C). En algunos aspectos de la divulgacion, el sujeto tiene hipercolesterolemia familiar heterocigota o enfermedad
cardiovascular aterosclerética clinica (CVD).

Sales

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto, por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se analizan
en Berge et al. (1977) "Pharmaceutically Acceptable Salts" J. Pharm. Sci. 66:1-19.

Por ejemplo, si el compuesto es anibdnico, o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COO"), entonces puede formarse una sal con un catibn adecuado. Algunos ejemplos de cationes
inorganicos adecuados incluyen, aunque sin limitacién, iones de metales alcalinos tales como Na* y K*, cationes
alcalinotérreos tales como Ca®* y Mg?* y otros cationes tales como Al*3. Algunos ejemplos de cationes organicos
adecuados incluyen, aunque sin limitacién, ion amonio (es decir, NH4*) e iones amonio sustituidos (por ejemplo,
NH3R** NH.R**, NHR*%:*, NR%;*). Algunos ejemplos de algunos iones amonio sustituidos adecuados son aquellos
derivados de: etilamina, dietilamina, diciclohexilamina, ftrietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina,
dietanolamina, piperizina, bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina y trometamina, asi como aminoacidos,
tales como lisina y arginina. Un ejemplo de un ion amonio cuaternario comuin es N(CHz)4*

Si el compuesto es catiénico, o tiene un grupo funcional que puede ser catiénico (por ejemplo, -NH2 puede ser -NHsz*),
entonces puede formarse una sal con un anién adecuado. Algunos ejemplos de aniones inorganicos adecuados
incluyen, aunque sin limitacién, los obtenidos a partir de los siguientes acidos inorganicos: clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, sulfarico, sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico y fosforoso.

Algunos ejemplos de aniones orgénicos adecuados incluyen, aunque sin limitacién, los obtenidos a partir de los
siguientes 4cidos organicos: 2-acetioxibenzoico, acético, ascérbico, aspartico, benzoico, canforsulfénico, cinamico,
citrico, edético, etandisulfénico, etanosulfénico, fumarico, gluquepténico, glucénico, glutamico, glicélico,
hidroximaleico, hidroxinaftalencarboxilico, isetiénico, lactico, lactobidnico, laurico, maleico, malico, metanosulfénico,
mducico, oleico, oxalico, palmitico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fenilsulfénico, propiénico, pirlvico, salicilico,
esteéarico, succinico, sulfanilico, tartarico, toluenosulfénico y valérico. Algunos ejemplos de aniones organicos
poliméricos adecuados incluyen, aunque sin limitacién, los obtenidos a partir de los siguientes acidos poliméricos:
acido tanico, carboximetilcelulosa.

A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un compuesto particular también incluye formas salinas de
los mismos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Aptameros que comprenden dos bases modificadas

Para comparar la eficacia relativa de SELEX con dos bases modificadas, cinco modificaciones Unicas en dU (Nap-dU,
PP-dU, MOE-dU, Tyr-dU y Thr-dU) con dT sin modificar como control, y combinaciones con modificaciones en dC
(Nap-dC y PP-dC) con dC sin modificar como control, fueron analizadas, para un total de 18 bibliotecas de partida
(Fig. 1). Los tipos de modificaciones analizados incluyeron cadenas laterales arométicas hidréfobas anéalogas a
cadenas laterales hidréfobas en aminoacidos. También se analizaron cadenas laterales hidréfilas en dU (MOE-dU y
ThrdU). Cada una de las 18 bibliotecas contenia 30 nucleétidos seleccionados al azar, permitiendo 210'® secuencias
diferentes. Las bibliotecas se sintetizaron enzimaticamente usando trifosfatos nucleétidos naturales y/o modificados
usando ADN polimerasa KOD, Exo- (datos no mostrados).

Se usaron bibliotecas seleccionadas al azar de treinta nucleétidos (30N) en lugar de las bibliotecas seleccionadas al

azar de 40N anteriores con dUs con Unica modificacién. Sin pretender quedar ligados a teoria particular alguna, se
propuso que el aumento de la densidad de las bases modificadas permitiria obtener aptameros de alta afinidad més
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cortos. Ademas, las bibliotecas de oligonucleétidos mas cortos dan mayores rendimientos. La relacién de cada
nucleétido fue 1:1:1:1 para dA/dC/dG/dT (25 % cada uno). En cada caso, la regién aleatoria se flanqued con
secuencias fijas para hibridar cebadores de amplificacién por PCR (Tabla 2), con espaciadores adicionales en el
extremo 5'y en el extremo 3'. Se us6 el molde sintético maestro para generar bibliotecas modificadas con todas las
posiciones dU y o dC modificadas de manera uniforme en reacciones de extensién de cebadores de reemplazo.

Un total de 18 bibliotecas sintetizadas enzimaticamente comprenden dU con modificaciéon unica (Nap-dU, PP-dU,
MOE-dU, Tyr-dU y /Thr-dU) con dT sin modificar como control; dC con modificacién Unica (Nap-dC y PP-dC) con dC
sin modificar como control; y combinacién de dos bases modificadas: Nap-dC o PP-dC, con todos los dUs modificados
posibles (Nap-dU, PP-dU, MOE-dU, Tyr-dU y Thr-dU). Las reacciones de extensién de cebadores cualitativas (en
triplicados) se llevaron a cabo usando un molde antisentido, cebador &' radiomarcado con trifosfatos nucleétidos
naturales modificados y polimerasa de KOD (Exo-) en solucién, de la siguiente manera. En una reaccién de extension
de cebadores de 60 pl, se mezclaron 20 pmoles de biblioteca antisentido biotinilada con 40 pmoles de un cebador frio
5' (2X) y cantidades de traza de cebador 5' marcado 2P, dNTP natural o modificado 0,5 mM en tampén IX SQ20 (Tris-
HCI 120 mM, pH 7,8; KCI 10 mM; (NH4)2804 6 mM; MgSO4 7 mM, Tritén X-100 al 0,1 % y 0,1 mg/ml de ASB y 0,25
U/ml de polimerasa de KOD (Exo-). La mezcla se enfrié antes de afiadir ADN polimerasa y la reaccién se llevd a cabo
a 68 °C durante 2 h, acto seguido se enfrié a 10 °C. La fraccién de cada una de las reacciones de biblioteca se analizé
en gel de urea TBU al 10 % junto con cebador marcado libre. Se analizé una pequefia alicuota en geles
desnaturalizantes que fueron expuestos a pantallas fluorescentes y se obtuvieron imagenes con fosforimager de Fuji,
las bandas se cuantificaron con el software ImageGauge 4.0 y los resultados se representaron en un grafico en el
software Graph pad Prism 6.05. Para preparar bibliotecas iniciales, se llevaron a cabo reacciones de extensién de
cebadores a gran escala usando de una biblioteca aleatoria antisentido biotinilada maestra capturada en perlas de
estreptavidina y agarosa de alta capacidad de Pierce™ (Life Technologies). Se obtuvieron rendimientos més bajos de
la biblioteca para ciertas combinaciones de dos nucle6sidos modificados, por ejemplo, 28 + 1,3 % para Nap-dC/Nap-
dU, 40 + 5,2 % para Nap-dC/MOE-dU, y 43 = 2,7 % para PP-dC/Nap-dU, en comparacién con 100 % del control de
biblioteca de ADN (dC/dT) sin modificar. Se calculé la frecuencia de cada nucleétido a partir de los resultados de la
secuenciacién obtenidos de la biblioteca inicial y del molde aleatorio antisentido maestro usado para generar cada una
de las bibliotecas con una y dos bases modificadas. El molde antisentido aleatorio maestro (30N) se sintetizé
quimicamente con una relacién 1:1:1:1 de dA:dG:dC:dT (TriLink Biotechnologies) a escala de 1 uM. Las bibliotecas
de una y dos bases modificadas aleatorias iniciales se sintetizaron enzimaticamente en una reaccién a gran escala y
se usaron en experimentos de seleccién. Estas bibliotecas se sometieron a secuenciacién junto con los grupos
enriquecidos y las frecuencias de nucleétidos se representaron en un gréafico con un total del 100 % para las cuatro
bases en la regidn aleatoria de 30N. No se observé una desviacién significativa en las frecuencias de nucleétidos
cuando la composicién de base de las bibliotecas se determiné usando secuenciacién profunda en comparacién con
una biblioteca de molde de ADN natural sintética de partida y la biblioteca inicial de control de ADN no modificado
sintetizada enzimaticamente (datos no mostrados).

Las bibliotecas se usaron para seleccionar los aptdmeros que se unen a PCSKO. Las selecciones se llevaron a cabo
sustancialmente como se notificé anteriormente usando sulfato de dextrano como competidor polianiénico para un
total de seis rondas aplicando una dilucién creciente de la diana durante cada ronda sucesiva de seleccién. Véase la
Tabla 1 (R1 =ronda 1, R2 = ronda 2, etc.). La seleccién se inici6 mezclando bibliotecas aleatorias modificadas (o sin
modificar de control) (= 1000 pmol) y una proteina diana marcada con His recombinante humana, PCSK9, que estaba
presente a una concentracién de 0,5 uM, en un volumen de 100 pl. Los complejos seleccionados se separaron en
Dynabeads® de captura con etiqueta His magnéticos, las secuencias sin unién se lavaron, los aptameros
seleccionados se eluyeron y amplificaron por PCR usando nucleétidos naturales y cebador de biotina 3'. EI ADN
bicatenario natural biotinilado en el extremo 3' se capturé en esferas C1 de estreptavidina de Dynabeads® MyOne™,
las cadenas sentido se eliminaron por desnaturalizacidén alcalina y se sustituyeron con dC modificado y o dU en las
reacciones de extensién de cebadores para regenerar un grupo enriquecido y se repitié el ciclo de seleccién con la
proteina diluida. La concentracién de la proteina para la siguiente ronda de SELEX se determiné basandose en la
relacion de sefial a fondo calculada a partir del valor del tiempo del ciclo critico (Ct) para cada muestra.

Tabla 1. Condiciones de seleccién in vitro

Composicién de la ADN deR1 | ADN de R2-R6 PCSKS [nM]

biblioteca [nM] [nM] R1 R2 R3 R4 R5 R6
dC/dT (ADN de control) 10.000 100 500 | 100 | 50 | 50 | 50 | 50
Nap-dC/dT 10.000 100 500 | 100 | 100 | 10 | 10 | 0,1
PP-dC/dT 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 100 | 10
dC/Nap-dU 10.000 100 500 | 100 | 50 | 50 | 5 | 05
dC/PP-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1
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(continuacién)

Composicién de la ADN deR1 | ADN de R2-R6 PCSKS [nM]

biblioteca [nM] [nM] R1 R2 R3 R4 R5 R6
dC/MOE-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
dC/Tyr-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 50 | 5
dC/Thr-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 100 | 10
Nap-dC/Nap-dU 10.000 100 500 | 100 | 50 | 10 | 1 | 01
Nap-dC/PP-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 10 | 1 | 01
Nap-dC/MOE-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1
Nap-dC/Tyr-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 10 | 1 | 01
Nap-dC/Thr-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1
PP-dC/PP-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1
PP-dC/Nap-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1
PP-dC/MOE-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
PP-dC/Tyr-dU 10.000 100 500 | 100 | 50 | 10 | 1 | 01
PP-dC/Thr-dU 10.000 100 500 | 100 | 100 | 100 | 10 | 1

El cebador 5' para amplificacién estaba compuesto por una cola de (AT4) y el cebador 3' estaba compuesto por una
cola de (A-biotina)2-T8 (SEQ ID NO: 82), que evita la adicién de dC o dU modificado cuando se sintetizan las
bibliotecas modificadas.

Tabla 2: Secuencia de cebadores molde de ADN natural, usados en SELEX

Nombre Secuencia

IAD”t,L'é_Bf'e’ON‘” B6SEQ | (Ap)TTTTTTTTCTCTTTCTCTTCTCTCTTTCTCC30NGACCCACCCAGCGTGG

(AT)4-5P41 SEQ ID NO: 2 | ATATATATCCACGCTGGGTGGGTC

(AB)2(T)8-3P3 SEQ ID

NO: 3 (AR2)TTTTTTTTCTCTTTCTCTTCTCTCTTTCTCC

Después de seis rondas de selecciones, los aptdmeros que contenian nucleétidos naturales fueron sometidos a
secuenciacidén usando el instrumento lon Torrent PGM. El anélisis de secuencia se llevd a cabo usando un software
habitual usando de alineacién de lote local. Los datos del analisis de secuencia de todos los grupos enriquecidos
demostraron que las combinaciones de bibliotecas con dos modificaciones resultaron en una mayor diversidad de las
secuencias enriquecidas en comparacién con las bibliotecas con modificacién Unica (datos no mostrados). Para
analizar la afinidad de unién de los aptameros, se seleccioné un conjunto amplio de secuencias que representara no
solo las secuencias Unicas de alta copia, sino también las secuencias de baja copia de familias distintas (datos no
mostrados). Todos los aptdmeros se sintetizaron quimicamente mediante la quimica de fosforamiditas en fase sélida
estandar usando reactivos de fosforamiditas modificadas/no modificadas. Se analizaron todos los aptameros
inicialmente como 40 mers truncados que contenian una regién aleatoria de 30 nucleétidos y 5 nucleétidos adicionales
de regiones fijas de cebadores de los extremos 5'y 3' para comprobar sus afinidades de unién a PCSK9 en solucién
con ensayos de unién con filtros radiomarcados. Los aptdmeros truncados (40 mers) comprendian 10 nucleétidos de
las regiones fijas. La biblioteca de ADN de control sin modificar (dC/dT) no dio lugar a ninguna secuencia activa (K¢<32
nM), lo que era de esperar ya que la afinidad del grupo por esta biblioteca era uniforme (datos no mostrados) y también
los datos de secuenciacidn profunda no arrojaron ninguna secuencia multicopia enriquecida (datos no mostrados). Las
bibliotecas con Unica modificacién, con la modificacién Nap (naftil) en dC o en dU dio lugar a aptdmeros que tenian
afinidad por la diana, sin embargo, los aptameros que tenian mayor afinidad por la diana se obtuvieron con Nap (resto
naftilo) o PP (resto bencilo) modificado con dC y Tyr (resto tirosilo) modificado con dU (Fig. 2). El reemplazo de Tyr-
dU con dT abolié la unién a la diana, lo que indica la importancia de los restos tirosilo para las interacciones de unién
a la superficie diana de la PCSK9 (datos no mostrados). Los datos de afinidad demostraron que los aptdmeros de
nucleétidos con dos modificaciones, en general, tenian una mayor afinidad que los aptameros de nucledtidos con
modificacién Unica y también proporcionaron un mayor nimero de aptdmeros que se unieron a PCSK9 en comparacion
con los aptdmeros de nuclebtidos con modificacién Unica (Fig. 3). Ademaés, los aptdmeros de nucleétidos con
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modificacién Unica de alta copia tienen afinidades promedio entre 0,1-100 nM, mientras que los aptameros de
nucleétidos con dos modificaciones de alta copia tienen afinidades promedio < 0,1 nM.

En la siguiente tabla 3 se muestra un resumen de los datos que comparan los aptdmeros con modificacién unica (40-
mers) y los aptdmeros con doble modificacién (40-mers) para PCSKO.

Tabla 3. Sumario de los datos de unién de los aptdmeros con modificacién Unica y doble para PCSK9
Diana de PCSK9

% de Kd de aptamero
Modificacion en | aptameros | N.° total de p N.° total de % de
. gy - < con mayor < p
Categoria la posiciéon 5 analizados | aptameros o aptameros aptameros
< - afinidad por la . " . . " .
del aptamero | con una Kd | analizados di sin unién sin unién
iana
<10 nM
Control (sin
e dC/dT 0 % 19 N/D 19 100 %
modificar)
NapdC/dT 57 % 23 0,25 nM 6 26 %
PPdC/T 0 % 8 N/D 8 100 %
Mod. Unica dC/NapdU 29 % 24 0,28 nM 11 46 %
dC/PPdU 22 % 18 0,18 nM 12 67 %
dC/MOEdU 0 % 7 N/D 7 100 %
dC/TyrdU 0 % 15 20 nM 9 60 %
dC/ThrdU 0 % 18 N/D 18 100 %
NapdC/NapdU 70 % 37 0,16 nM 7 19 %
NapdC/PPdU 72 % 32 0,05 nM 7 22 %
NapdC/MOEdU 20 % 25 0,19 nM 14 56 %
NapdC/TyrdU 65 % 34 0,03 nM 10 29 %
Dos mod. NapdC/ThrdU 3% 40 0,23 nM 38 95 %
PPdC/PPdU 44 % 34 0,13 nM 9 26 %
PPdC/NapdU 78 % 32 0,14 nM 5 16 %
PPdC/MOEdU 17 % 6 0,1 nM 5 83 %
PPdC/TyrdU 80 % 35 0,04 nM 5 14 %
PPdC/ThrdU 0 % 35 N/D 35 100 %

Basandose en la informacidn en la tabla 3, el porcentaje de todos los aptameros con modificacién Unica analizados
que no mostraron unién fue del 62 %. La falta de unién se define como un aptdmero que tiene una Kd de 320 nM o
superior. El porcentaje de todos los aptdmeros con modificacién Unica con una Kd < 10 nM fue inferior al 21 %, y la
Kd promedio para todos los aptameros con modificacién Unica fue de 5,2 nM. Por el contrario, el porcentaje de todos
los aptameros con dos modificaciones (mod. doble) analizados que no mostraron unién fue de 43 %. Ademas, el
porcentaje de todos los aptameros con dos modificaciones con una Kd < 10 nM fue de 47 %, y la Kd promedio para
todos los aptameros con dos modificaciones fue de 0,12 nM.

Ejemplo 2: Truncamiento de aptameros con modificacién doble
Se investig6 el efecto de un mayor truncamiento en la unién de aptameros de alta afinidad (Kd <1 nM). Los aptameros
se truncaron a 30 mers, lo que supone una reduccién del 25 % de la longitud. La combinacién PP-dC/Tyr-dU tuvo el

mayor nimero de aptameros que pudieron ser truncados a 30 mers, conservando la afinidad de unién (Fig. 4A). Los
aptameros con una Unica base modificada mostraron una truncabilidad del 21,5 % (barra azul, 3/14), los aptameros
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Nap-dC con dos bases modificadas con dUs modificados mostraron una truncabilidad del -23 % (barra roja, 11/48),
mientras que los PP-dC con dos bases modificadas con otros dUs modificados mostraron una mayor truncabilidad del
60 % (barra verde, 27/45). El porcentaje y el nimero de 40 mers que podian truncarse a 30 mers eran también mayores
para combinaciones con dos bases modificadas de PP-dC con PP-dU, Nap-dU, o Tyr-dU en comparacién con otras
bibliotecas (Fig. 4B). Se analizaron menos aptameros de las bibliotecas con una Unica base modificada puesto que
solo habia 14 aptameros con afinidad < 1 nM de las tres bibliotecas (40 mers, en el area gris de la Fig. 4B para un
mod. Unica). Por el contrario, el nimero de aptameros de las bibliotecas con dos bases modificadas con alta afinidad
fue de 93 (40 mers, en el &rea gris de la Fig. 4B para dos mod.), 48 para Nap-dC con dUs modificados y 45 para PP-
dC con dUs modificados. La linea horizontal negra en cada una de las bibliotecas indica el valor de la mediana para
todos los aptdmeros de esa biblioteca. Sin pretender quedar ligados a teoria particular alguna, es posible que la cadena
de carbono extendida en la base modificada PP (en comparacién con otras modificaciones) ayude a alcanzar epitopos
inaccesibles en la superficie de la diana y no necesite regiones fijas de cebadores para el plegado estructural y las
interacciones efectivas de unién a la proteina.

También se evalué la especificidad de los aptameros de PCSK9 con respecto a otras proproteinas convertasas (PCs).
Se seleccionaron los tres aptdmeros de mayor afinidad de cada biblioteca (n=33, 40 mers; ninguno de la biblioteca de
control de ADN sin modificar, solo dos aptdmeros de la biblioteca dC/Tyr-dU y un aptdmero de la biblioteca PP-
dC/MOE-dU) y se analizé su especificidad con otras PCs. Los resultados demostraron que los aptameros eran
especificos para la PCSK9 y no se observé ninguna unién detectable con otras PCs (Fig. 5) a concentraciones de 100
nM.

La reactividad cruzada de especies de los aptameros truncados (n=41, 30 mers) con valores de Kd de <1 nM se analiz
para la PCSK9 de roedores (ratén y rata) y del mono Rhesus (véase la Tabla 4). El porcentaje de identidad entre
PCSK9 de varias especies se muestra en la parte superior del gréfico de la Fig. 6. La PCSK9 de ratdn/rata es
aproximadamente un 76 % idéntica a las proteinas de mono y humano. La mayoria de los aptdmeros se unieron a la
PCSK9 de mono Rhesus con afinidades similares (96,4 % de identidad), sin embargo, pocos aptameros de bibliotecas
con dos modificaciones (PP-dC/Nap-dU y PP-dC/Tyr-dU) se unieron a la PCSK9 de rata y ratén (identidad ~76 %).
Estos resultados demostraron que ciertas bibliotecas con dos bases modificadas (por ejemplo, PP-dC/Nap-dU y PP-
dC/Tyr-dU) generaron aptameros que pueden unirse tanto a la PCSK9 de roedores como a la de humanos/monos con
afinidades similares (Fig. 6).

Tabla 4. Actividad de unién entre especies de aptdmeros con modificacién doble y Unica
Biblioteca Kd de PCSK9 de Kd de PCSK9 de mono | Kd de PCSK9 de ratén | Kd de PCSK9 de
humano (pM) (pM) (pM) rata (pM)
Nap-dC/dT 150 149 - -
Nap-dC/dT 114 56 - -
dC/Nap-dU 223 174 - -
Nap-dC/Nap-dU 362 461 - -
Nap-dC/Nap-dU 609 1710 - -
Nap-dC/Nap-dU 144 351 - -
Nap-dC/Pp-dU 379 934 - -
Nap-dC/Pp-dU 68 924 - -
Nap-dC/Moe-dU 82 83 - -
Nap-dC/Moe-dU 172 169 - -
Nap-dC/Tyr-dU 411 177 - -
Nap-dC/Tyr-dU 484 70 - -
Nap-dC/Tyr-dU 191 193 - -
Nap-dC/Tyr-dU 805 987 - -
Pp-dC/Pp-dU 186 189 - -
Pp-dC/Pp-dU 162 198 - -
Pp-dC/Pp-dU 220 1150 - -
Pp-dC/Pp-dU 564 638 - -
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(continuacién)

Biblioteca Kd de PCSK9 de Kd de PCSK9 de mono | Kd de PCSK9 de raton | Kd de PCSK9 de

humano (pM) (pM) (pM) rata (pM)
Pp-dC/Pp-dU 53 106 - -
Pp-dC/Pp-dU 213 229 - -
Pp-dC/Pp-dU 378 306 - -
Pp-dC/Pp-dU 93 204 - -
Pp-dC/Pp-dU 413 402 - -
Pp-dC/Nap-dU 283 247 23800 -
Pp-dC/Nap-dU 70 74 742 1440
Pp-dC/Nap-dU 69 117 - -
Pp-dC/Nap-dU 111 140 500 680
Pp-dC/Nap-dU 136 205 3820 18100
Pp-dC/Nap-dU 800 780 - -
Pp-dC/Nap-dU 127 128 1950 45000
Pp-dC/Tyr-dU 701 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 187 109 - -
Pp-dC/Tyr-dU 93 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 61 45 - -
Pp-dC/Tyr-dU 62 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 451 350 1090 858
Pp-dC/Tyr-dU 12 21 - -
Pp-dC/Tyr-dU 122 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 28 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 148 - - -
Pp-dC/Tyr-dU 109 - - -
"-" indica que no se detect6 unién en el ensayo

Ejemplo 3: Unién de aptamero en ensayos tipo sandwich

El método SELEX a veces produce aptameros que se unen preferentemente a un epitopo "aptagénico" dominante en
la superficie en la diana. Por lo tanto, los informes sobre pares tipo sandwich de aptadmeros estan limitados en la
bibliografia. Se pueden emplear modificaciones en el método de seleccién para buscar los aptameros que pueden
unirse a diferentes epitopos en la proteina diana, tal como el aislamiento de aptdmero multivalente (MAI-SELEX),
plataforma de descubrimiento a base de matrices para selecciones tipo sdndwich de aptdmero multivalente (AD-MAP),
en la que el aptamero primario se usa en exceso para bloquear el primer epitopo en un esfuerzo por descubrir el
segundo aptamero que se une a un epitopo de sefializacién no competitivo. Para demostrar si la diversidad quimica
ampliada generada por la multiplicidad en las modificaciones en dC y dU en conjunto al seleccionar aptdmeros que
pueden unirse a diferentes epitopos en la superficie de la diana, se desarrollaron ensayos de cribado de pares tipo
sandwich a base de perlas en los que se usaron perlas magnéticas acopladas a avidina Luminex® MagPlex® para
capturar el aptdmero primario biotinilado (Fig. 7A). Las perlas de captura con aptdmeros individuales se usaron
mezcladas entre si para buscar el segundo compafiero de unién en una combinacién multiplex por pares (Fig. 7A).
Para este experimento, se usaron aptameros de 40 mer (n=96, 9216 pares) con afinidad Ky < 1 nM de bibliotecas con
una y dos bases modificadas. En resumen, los aptdmeros individuales (0,05 pmol por muestra) se capturaron en un
tipo de perla de avidina MagPlex Unica y se mezclaron entre si (24 perlas en un experimento, 1000 perlas por muestra)
y se capturaron durante 20 min a temperatura ambiente con agitaciéon a 1850 rpm. Las perlas se lavaron con IX SBT
durante 2 min seguido de un lavado con biotina libre 0,5 mM durante 5 min en 1XSBT, seguido de 3 lavados con IX
SBT durante 2 min cada uno. Las perlas se bloquearon con estreptavidina libre durante 5 min y se lavaron de nuevo
durante 2 min con IX SBT. Los 24 tipos de perlas diferentes con aptameros individuales se mezclaron entre si para el
cribado del compafiero tipo sandwich para cada uno del aptdmero de captura. Un aptamero de deteccién o secundario
se diluy6é a 500 nM en 1XSBT, se enfrié y se mezclé con PCSK9 (10 nM finales), incubandose a 25 °C durante 1 hora.
Se afiadieron 1000 perlas de captura y se incubaron durante 1 hora con agitaciéon. A continuacién se capturaron las
perlas en un iman, se lavaron tres veces con |X SBT durante 2 min cada una y se volvieron a suspender en 75 ul de
IX SBT con ASB al 0,1 % y 100 uM de DxSO4. A esto se afiadieron 75 pl de ficoeritrina de estreptavidina (5 ug/ml
finales) y se incubaron a 25 °C durante 20 min con agitacion. Las perlas finalmente se lavaron de nuevo durante 2 min
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con IX SBT y se leyeron en la maquina Luminex 3D xMAP.

Las bibliotecas con base Unica modificada generaron pocos pares tipo sandwich (tres), mientras que la adicién de
aptameros de bibliotecas con dos bases modificadas en combinacién con aptdmeros de una Unica base modificada
dio lugar a més pares tipo sdndwich (22 pares). Por otra parte, el nUmero de pares tipo sandwich por biblioteca aumenté
drasticamente cuando ambos aptdmeros socios (captura y deteccidén) procedian de las bibliotecas con dos bases
modificadas (45 pares, Fig. 7C, Fig. 7B).

Los resultados de la unién a multiples epitopos del cribado tipo sandwich sugieren que el aumento de la diversidad
quimica en la biblioteca aleatoria inicial dio lugar a aptameros modificados que pueden unirse a sitios no competitivos
en la superficie de la diana. A continuacién, los pares tipo sandwich que dieron lugar a las sefiales mas altas
(concentracion de PCSK9 de 10 nM; 0,75 % de todos los pares analizados, 70 pares de 9216; Fig. 7C) se midieron
con respecto a las respuestas dependientes de la concentracion de PCSK9 con un subconjunto de resultados
mostrados en las Figs. 8A (las sefiales dependientes de la concentracién se muestran para el aptdmero primario con
una uUnica base modificada dC/PP-dU y el mejor secundario que funciond bien fue el aptdmero con dos bases
modificadas Nap-dC/Nap-dU [triangulos]) y 8B (las sefiales dependientes de la concentracién se muestran para el
aptdmero secundario con dos bases modificadas Nap-dC/Nap-dU y el mejor primario que funcioné bien fue el aptamero
con Unica base modificada dC/PP-dU [cuadrados cerrados]). Es interesante, un par especifico, que constituye un
primario con Unica base modificada (PP-dU, afinidad, Kd de 175 pM) y un secundario con dos bases modificadas (Nap-
dU/Nap-dC, afinidad, Kd de 531 pM), dio lugar a la sefial robusta que era mucho més alta que cualquier otro par en
una orientacién (Fig. 8C). Sin embargo, cuando este aptamero primario con Unica base modificada fue cambiado por
un aptamero secundario, la sefial se perdid, lo que indicaba que la orientacién de los aptdmeros era importante para
este par tipo sandwich. Este par tipo sdndwich de aptdmeros también puede medir la actividad de una proteina mutante
con ganancia de funcién, PCSK9 D374Y (Fig. 8D), que tiene una mayor afinidad por LDL-R que la PCSK9 de tipo
salvaje y se notific que se sobreexpresada en pacientes con la forma grave de hipercolesterolemia familiar (HF). Los
valores de sensibilidad y MFU fueron mayores para la PCSK9 D374Y mutante que para la proteina de tipo salvaje.

La especificidad de un par tipo sandwich de aptdmeros también se midi6é por la falta de sefial endégena cuando la
PCSK9 de humano recombinante se adicion6 con suero de ternero recién nacido (NBCS) en comparacién con plasma
humano (datos no mostrados).

Este par tipo sandwich se caracteriz6 ademas para desarrollar un ensayo tipo sandwich de aptameros para detectar
concentraciones circulantes de PCSK9 en plasma en muestras clinicas de humanos. El rendimiento del ensayo tipo
sandwich se evalu6 realizando estudios tales como la sensibilidad (Fig. 9A y 9B y Tablas 5 y 6), la precisién (Tablas7
y 8), la exactitud (Tabla9) y mediciones de linealidad de dilucién en plasma (Fig. 10), todas las cuales confirmaron
una ventana de ensayo robusta. Para evaluar la linealidad de dilucién de la muestra del ensayo, se llevé a cabo un
ensayo tipo sandwich con muestras que contenian y/o estaban adicionadas con altas concentraciones de PCSKO. Las
muestras de plasma (n=5) se diluyeron en serie con el tampén del ensayo para ajustar los valores dentro del intervalo
dinamico del ensayo.

El limite de deteccién (LLoD), definido como la concentracién de PCSK9 (40 pg/ml) que otorga un valor UFR superior
al UFR medio del blanco (tampén de dilucién) mas 3 desviaciones tipicas, se muestra en la Tabla 5. El limite inferior
de cuantificacion (LLoQ) y el limite superior de cuantificacién (ULoQ), definidos como las concentraciones mas bajas
y mas altas de PCSK9 que pueden cuantificarse usando un ajuste de logistica de 4 pardmetros (4PL) aplicado a las
curvas estandar que da lugar a una recuperacién del 80-120 % de las concentraciones diana conocidas, se muestran
en la Tabla 6. Para determinar la variabilidad intraensayo, cinco muestras de plasma de concentraciones conocidas
fueron analizadas 16 veces en una placa Unica. Véase la Tabla 7. Los coeficientes de variabilidad (CV) dentro del
ensayo variaron de 4,3 % a 6 %. Para determinar la variabilidad interensayo, se midieron cinco muestras de plasma
de concentraciones conocidas en cinco ensayos separados. Véase la Tabla 8. Los CV entre los ensayos variaron de
2,3% a 9,8 %. Finalmente, para determinar la exactitud en la medicién del diana, cinco muestras de plasma se
adicionaron con diferentes cantidades de PCSK9 y se midieron. Se evalué la recuperacidn de los niveles de PCSK9
adicionados en el intervalo del ensayo. Véase la Tabla 9. El porcentaje de recuperacién de las muestras promedié de
83,1 % a 137,5 % de la diana adicionada.

Se evalué un conjunto de muestras de plasma obtenidas de dos grupos de individuos, un grupo de control (n=42) y
otro grupo de estudio en el que los sujetos se sometieron a terapia con estatina Lipitor® (n=42, por autoinforme) para
determinar si el ensayo puede diferenciar estadisticamente entre estos dos grupos, dado que se conoce que el uso
de estatinas aumenta las concentraciones plasmaticas de PCSK9. El ensayo tipo sandwich se desarrollé usando un
SOMAmer de captura o primario (11723-5) como un aptdmero con una Unica base modificada (PP-dU/dC) y un
aptédmero secundario o de deteccion (11727-20) como un aptamero con dos bases modificadas (Nap-dC/Nap-dU).

Estos resultados indicaron que el ensayo tipo sandwich de aptamero puede diferenciar estadisticamente entre los dos
grupos con un valor P de 0,0044 (Fig. 11) mediante el andlisis de Mann-Whitney y que este ensayo podria ser de
utilidad para identificar a las personas que podrian beneficiarse de la terapia anti-PCSK9 debido a sus altas
concentraciones plasmaticas de PCSKO.
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También se usé un ensayo tipo sandwich de aptamero para medir las concentraciones de PCSK9 en sobrenadantes
libres de células de células HepG2 que sobreexpresan PCSK9 para identificar los clones de sobreexpresién y
demostrar la utilidad de investigacién del ensayo (Fig. 12). La PCSK9 se sobreexpresé en células HepG2 usando el
sistema LentiViral de SBI System Biosciences (LV300A-1). La linea celular HepG2 fue transducida con un clon de
expresion lentiviral para la PCSK9 humana de tipo salvaje obtenido de Origene (RC220000L1) para la generacién de
una linea celular estable. Se examiné un total de 96 clones individuales para comprobar su capacidad de secretar
PCSK9. La cantidad relativa de PCSK9 secretada en el medio se midi6 mediante el ensayo tipo sandwich de
aptédmeros para cada clon y se comparé con la expresién de las células HepG2 de tipo salvaje. El nUmero de células
usadas para producir la proteina recombinante se normalizé mediante el uso del ensayo de viabilidad celular Cell Titer-
Glo® Luminescent. El clon nimero 45 secreté ~ 100 veces mas PCSK9 que las células HepG2 de tipo salvaje.

n)

Tabla 5: Sensibilidad de tipo sandwich (limite inferior de deteccid
Cuantificaciéon de LLoD
N.° Blanco PCSK?9 (40 pg/ml)
1 1275 175,5
2 124 175,5
3 122 179
4 129 181,5
5 136 189,5
6 1255 185,5
7 117 174,5
8 1275 170
9 115,5 173,5
10 121 179,5
11 128 166
12 120,5 181,5
13 120,5 181,5
14 130,5 170,5
15 115,5 172
16 130 164
CV (%) 4,73 3,93

Tabla 6: Sensibilidad de tipo sandwich (limite inferior de cuantificacién)

Cuantificacién de ULoQ

Cuantificacién de LLoQ

Logistica 4PL (R? =0,99)

Logistica 4PL (R? =0,99)

PCSK9 (ng/ml) | % de recuperacion est. | PCSK9 (ng/ml) | % de recuperacién est.
Est 1 100 Fuera de intervalo 5 100,1
Est2 31,6000 72,3 2,5 99,3
Est3 9,9856 94,5 1,25 102,6
Est4 3,1554 102,2 0,625 100,2
Est5 0,9971 1121 0,3125 98,0
Est6 0,3151 108,9 0,156 98,8
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(continuacién

Cuantificacion de ULoQ Cuantificacién de LLoQ
Logistica 4PL (R? =0,99) Logistica 4PL (R? =0,99)
PCSK9 (ng/ml) | % de recuperacion est. | PCSK9 (ng/ml) | % de recuperacién est.
Est7 0,0996 89,1 0,078 105,5
Est8 0,0315 54,6 0,039 79,9
Est9 0,0099 Fuera de intervalo 0,020 82,6
Est 10 0,0031 Fuera de intervalo 0,010 67,2
Est 11 0,0010 Fuera de intervalo 0,005 Fuera de intervalo

Tabla 7: Precisién dentro de los ensayos

PCSK9 (ng/ml)
N.° Plasma1 | Plasma2 | Plasma3 | Plasma4 | Plasma 5
1 139,4 118,8 196,1 220,8 104,4
2 149,4 120,7 164,4 208,5 84,7
3 142 115,9 186,4 2249 102,3
4 151,4 125,8 196,7 227 .1 102
5 1477 125,6 193,9 226,3 96,7
6 146,6 125,3 183,2 2352 98,5
7 148,4 123,7 179,4 237,8 100,9
8 133,8 127,6 172 2451 94,3
9 154,7 130,2 191,3 240,3 100,3
10 147 117,5 181,7 228,3 104,2
11 133 121,3 190,6 2295 89,3
12 150,9 127,9 189,8 231,3 98
13 146 121,1 193,2 218,5 91,4
14 152,9 125,8 195,2 2325 100,5
15 126,8 117,7 173,1 220,4 88,2
16 153,6 109 172,9 2356 93,8
CV (%) 54 4,3 53 3,9 6

Tabla 8: Precisién entre ensayos

PCSK9 (ng/ml)

N.° Plasma1 | Plasma2 | Plasma3 | Plasma4 | Plasma 5
Analisis 1 143,8 111,6 187,0 210,7 99,5
Analisis 2 130,2 99,6 176,7 199,3 93,0
Analisis 3 117,3 1086,2 164,4 200,8 83,2
Analisis 4 141,7 111,8 192,2 206,1 90,7
Analisis 5 151,5 112,6 1971 206,9 91,8

CV (%) 9,8 51 71 2,3 6,4
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Tabla 9: Exactitud de medicién diana

Ninguno (sin
Muestra adiciones) +300 (ng/ml) | +100 (ng/ml) | +30 (ng/ml)

PCSK9 (ng/ml) 92,4 359,0 192,2 133,7

Plasma 1
Recuperacion (%) - 88,9 99,8 137,5
PCSK9 (ng/ml) 76,9 351,7 179,8 109,2

Plasma 2
Recuperacion (%) - 91,6 102,9 107,6
Pl 3 PCSK9 (ng/ml) 137,4 454,5 256,9 172,9

asma

Recuperacion (%) - 105,7 119,5 118,3
PCSK9 (ng/ml) 172,0 474,8 275,5 202,3

Plasma 4
Recuperacion (%) - 100,9 103,5 1011
PCSK9 (ng/ml) 70,1 334,5 190,6 95,0

Plasma 5
Recuperacion (%) - 88,1 120,5 83,1

Ejemplo 4: Inhibicién de la actividad de la diana mediante aptameros con doble modificacién

Para hallar inhibidores de PCSK9 que bloqueen la unién de PCSK9 a LDL-R, 41 aptameros truncados de 30 mer con
Ka £1 nM se examinaron en un ensayo a base de placas en el que se recubrieron las placas con LDL-R y se detectd
la unién de PCSK9 biotinilada usando el conjugado estreptavidina-PRP mediante reactivos quimioluminiscentes (Fig.
13). EI LDL-R recombinante (Acro Biosystems) se recubrié en las placas ELISA (2,5 ug/ml) durante la noche a4 °C, y
luego se lavaron los pocillos y se bloquearon con Super Block (Invitrogen) durante 1 h a temperatura ambiente. La
PCSK9 biotinilada (Acro Biosystems, marcada con Avi) y el aptamero se mezclaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 h, después se afiadieron a la placa ELISA y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacién. La concentracién méaxima de PCSKO9 fue de 0,5 nM y la concentracién maxima del aptdmero fue de 100
nM, y luego se diluyeron en serie mediante %z log para la curva de inhibicién. Se afiadié a los pocillos la PRP conjugada
con estreptavidina (Invitrogen, 1 ug/ml) y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion, Se
afladieron sustratos de quimioluminiscencia sensibles a pico (Invitrogen), la luminiscencia se midié en el luminémetro
(Hidex Plate Chameleon) y los datos se representaron en un grafico en el software Graph Pad Prism 6.0 para calcular
los valores CEsqp. Se usd un anticuerpo neutralizante de PCSK9 (BPS Bioscience) como control.

Los resultados del ensayo de inhibicion (analizando concentraciones de aptdmeros a 100 nM y PCSK9 a 1 nM)
mostraron que el 70 % de los aptdmeros fueron inhibidos (mas del 90 % de inhibicién) y que algunos de los aptameros
con dos modificaciones inhibian fuertemente las interacciones de PCSK9 con LDL-R (datos no mostrados). Los
aptdmeros se evaluaron ademas en funcién de las curvas dosis-respuesta para determinar sus valores CEsp para
inhibicién. Los resultados indicaron que muchos de los inhibidores inhibian fuertemente la interaccién de PCSK9 con
LDL-R con una CEsg en el intervalo de 0,1-1 nM (Fig. 14). Para demostrar el posible valor terapéutico de aptameros
con dos modificaciones, se seleccion6 un aptamero de PCSK9 con reactividad cruzada de especie (30 mer, SEQ ID.
11733-91_5 (11733-198)) para medir la afinidad de la diana por las PCSK9 de varias especies. Este aptdmero tuvo
una afinidad de 14,7, 11,3, 5,2, 77 y 165 pM con la PCSK9 de humano (tipo salvaje), mono Rhesus, humano (mutante
GOF D374Y), ratdn y rata, respectivamente (Fig. 15A). Este aptdmero también bloqueé la interaccién de PCSK9 y
LDL-R de humano de tipo salvaje con una CEsp de 2,1 nM y la interaccién de LDL-R y mutante GOF PCSK9 D374Y
con una CEsq de 3,6 nM (Fig. 15B). Se evalué la especificidad de este aptamero para la PCSK9 en comparacién con
otras PCs, y los resultados mostraron que este aptamero se unia solo a la PCSK9 y no a otras PCs (datos no
mostrados).

Para comprobar el efecto neutralizante del aptamero de PCSK9 en el bloqueo de la degradacién del LDLR, se analizd
un aptadmero PP-dC/Nap-dU en un ensayo de inversién de la captacién de LDL en el que se incubaron células HepG2
de tipo salvaje durante 16 horas con PCSK9 recombinante, y luego se lavaron las células y se afiadié LDL marcado
con fluorescencia durante 3 horas. Los resultados mostraron que el aptamero puede revertir la captacién de LDL con
una CEsg de 159 nM (Fig. 16 y Fig. 17). Ademas, el tratamiento con el aptamero puede aumentar los niveles de LDL-
R en las células HepG2 que sobreexpresan PCSK9, segln lo medido por FACS (Fig. 17). Estos resultados con un
aptédmero de con reactividad cruzada de especie, alta afinidad, truncado, especifico y altamente potente sugieren que
el posible valor terapéutico de un aptdmero con dos bases modificadas podria optimizarse alin mas en cuanto a su
longitud y bioestabilidad mediante una modificacién posterior a SELEX.

Ejemplo 5: Estabilidad en suero de aptameros con doble modificacién

Para determinar la estabilidad en suero de los aptameros con doble modificacién en suero humano, se incub6 1 uM
de aptamero purificado en gel en suero humano combinado al 90 % en tampén PBS en un volumen total de 200 pl a
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37 °C. En varios puntos temporales, se recogieron alicuotas de 20 pl y se afiadié un volumen igual de mezcla de
EDTA/formamidaftinte (Formamida 87,7 %, SDS, 0,03 %, EDTA sédico, 20 mM, Cianol de xileno, 0,05 %, Azul de
bromofenol, 0,05 %, Naranja G, 0,1 %). Las mezclas de alicuotas se almacenaron a continuacién a -20 °C. Antes del
andlisis, la mezcla de alicuota de 40 pl se diluyd con 100 pl de HoO y se extrajo con 150 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1. Las muestras se centrifugaron a 16.100 xg durante 15 minutos, y la fase acuosa que contenia el
aptédmero se eliminé y se almacend a -20 °C hasta el analisis de gel.

Las muestras de aptameros se cargaron en un gel desnaturalizante TBE PAGE al 15 % (urea 8 M), y el aptamero se
tifd con IX (~2 uM) SYBR Gold durante 10 minutos. La cantidad de aptdmero de longitud completa en cada punto
temporal se cuantificé usando el software de analisis FluorChemQ (Alphalnnotech).

Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 10 y en la Fig. 18. La Tabla 10 muestra la composicién
de los aptdmeros analizados en ese experimento, el porcentaje de aptameros de longitud completa que queda después
de 96 horas en suero humano al 90 % y la semivida de cada aptdmero, que se calculé mediante un ajuste de regresion
lineal usando datos cuantificados en gel en el software GraphPad Prism 7. La Fig. 18 muestra el porcentaje de
aptdmero de longitud completa restante con el tiempo. En general, los aptdmeros con doble modificacion demostraron
una mayor estabilidad en el suero humano a lo largo del tiempo que los aptameros con una Unica modificacién.
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Ejemplo 6: Aptameros que comprenden dos bases modificadas

Las bibliotecas descritas en el Ejemplo 1 se usaron para seleccionar aptameros que se unen a ErbB2, ErbB3, y PSMA.
Las selecciones se llevaron a cabo para cada diana sustancialmente como se describe en el Ejemplo 1. Para ErbB2 y
ErbB3, se usaron las bibliotecas Nap-dC/dT; PP-dC/dT; y dC/Tyr-dU con modificacidén Unica; y las bibliotecas Nap-
dC/Tyr-dU y PP-dC/Tyr-dU con doble modificacion. Para PSMA, se usaron la biblioteca dC/dT sin modificar; las
bibliotecas Nap-dC/dT; PP-dC/dT; dC/Nap-dU, dC-PP-dU, dC-MOE-dU, y dC/Tyr-dU con Unica modificacién; y las
bibliotecas Nap-dC/Nap-dU, Nap-dC/PP-dU, Nap-dC/MOE-dU, Nap-dC/Tyr-dU, PP-dC/PP-dU, PP-dC/Nap-dU, y PP-
dC/Tyr-dU con doble modificacion.

Como en el caso anterior, la biblioteca de ADN de control sin modificar (dC/dT), que se usé para PSMA, no produjo
ningun aptamero que se uniera a la PSMA. Las bibliotecas con Unica modificacidén, con modificacién Nap (resto naftilo)
en dC o dU dieron como resultado aglutinantes para las tres dianas, sin embargo, las bibliotecas con doble
modificacién proporcionaron aptameros con mayor afinidad en relacién con las bibliotecas con una Unica modificacion
(Fig. 19A-C).

Un resumen de los datos que comparan los aptameros con modificacién Unica (40 mers) y los aptdmeros con doble
modificacién (40 mers) para cada uno de PSMA, ErbB2 y ErbB3 se muestran en las tablas 11, 12 y 13,
respectivamente.

Tabla 11. Resumen de los datos de unién para los aptdmeros con modificacién Unica y doble para PSMA

Diana de PSMA
% de <
Modificacion en | aptameros | N.° total de Kd de aptamero N.° total de % de
. gy - < con mayor < p
Categoria la posiciéon 5 analizados | aptameros o aptameros aptameros
< - afinidad por la . " . . " .
del aptamero | con una Kd | analizados di sin unién sin unién
<10 nM 1ana
Control (sin dC/dT 0 % 6 N/D 6 100 %
modificar)
NapdC/dT 36 % 25 0,5nM 7 28 %
PPdC/T 0 % 7 N/D 7 100 %
dC/NapdU 13 % 24 6,7 nM 19 79 %
Mod. Unica dC/PPdU 0 % 20 35,5nM 17 85 %
dC/MOEdU 0 % 1 N/D 1 100 %
dC/TyrdU 5% 21 6,3 nM 19 90 %
dC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
NapdC/NapdU 12 % 17 1nM 9 53 %
NapdC/PPdU 12 % 17 0,5nM 9 53 %
15 % 13 1,1 nM 7 54 %
NapdC/MOEdU
NapdC/TyrdU 58 % 26 0,3 nM 9 35 %
NapdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
PPdC/PPdU 15 % 20 1,6 nM 8 40 %
Dos mod. PPdC/NapdU 18 % 17 3nM 10 59 %
PPJC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
PPdC/TyrdU 0 % 24 38,9 nM 20 83 %
PPdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
N.E. es "no ensayado"; N/D es no aplicable o sin datos
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Basandose en la informacién en la tabla 11, el porcentaje de todos los aptdmeros con modificacién Unica analizados
que no mostraron unién fue del 71 %. La falta de uni6én se define como un aptdmero que tiene una Kd de 320 nM o
superior. El porcentaje de todos los aptdmeros con Unica modificacién con una Kd £ 10 nM fue del 12 %, y la Kd
promedio de todos los aptdmeros con modificacién Unica fue de 12,3 nM. Por el contrario, el porcentaje de todos los
aptdmeros con dos modificaciones (mod. doble) analizados que no mostraron unién fue de 54 %. Ademés, el
porcentaje de todos los aptameros con dos modificaciones con una Kd < 10 nM fue de 20 %, y la Kd promedio para
todos los aptameros con dos modificaciones fue de 6,6 nM.

Tabla 12. Resumen de los datos de unién de los aptameros con modificacién Unica y doble para ERBB2

Diana de ERBB2
Modificacic % de o Kd de aptdmero o o

: odlflca_xc_l?n en apta_meros N. t’otal de con mayor N. t’otal de A de
Categoria (Ija;lp:stlc’:lon 5 anallzadﬁfj aptal_me(;os afinidgd por la aptame_r’os aptame_r’os
ptamero cosn1t(1)n:M analizados diana sin unién sin unién

Control (sin dC/dT N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

modificar)

NapdC/dT 0 % 23 13,5nM 12 52 %

PPdC/T 7% 15 7,8 nM 8 53 %

dC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

Mod. Unica dC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

dC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

dC/TyrdU 0 % 29 241 nM 27 93 %

dC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

NapdC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

NapdC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

NapdC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

Dos mod. NapdC/TyrdU 28 % 32 0,65 nM 10 31 %

NapdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

PPdC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

PPdC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

PPdC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

PPdC/TyrdU 20 % 20 0,74 nM 13 65 %

PPdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

Basandose en la informacién en la tabla 12, el porcentaje de todos los aptdmeros con modificacién Unica analizados
que no mostraron unién fue del 70 %. La falta de uni6én se define como un aptdmero que tiene una Kd de 320 nM o
superior. El porcentaje de todos los aptdmeros con modificacidén tnica con una Kd < 10 nM fue inferior al 2 %, y la Kd
promedio para todos los aptdmeros con modificacién Unica fue de 15,1 nM. Por el contrario, el porcentaje de todos los
aptdmeros con dos modificaciones (mod. doble) analizados que no mostraron unién fue de 44 %. Ademés, el
porcentaje de todos los aptameros con dos modificaciones con una Kd < 10 nM fue de 25 %, y la Kd promedio para
todos los aptameros con dos modificaciones fue de 0,7 nM.
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Tabla 13. Resumen de los datos de unién de los aptameros con modificacién Unica y doble para ERBB3

Diana de ERBB3
% de <
Modificacion en | aptameros | N.° total de Kd de aptamero N.° total de % de
. s - < con mayor < p
Categoria la posiciéon 5 analizados | aptameros o aptameros aptameros
< - afinidad por la . " . . " .
del aptamero | con una Kd | analizados di sin unién sin unién
iana
<10 nM
Control (sin dC/dT N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
modificar)
NapdC/dT 75 % 28 0,035 nM 5 18 %
PPdC/T 0 % 12 17,5 nM 3 25 %
dC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
Mod. Unica dC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
dC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
dC/TyrdU 17 % 23 0,35 nM 16 70 %
dC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
NapdC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
NapdC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
NapdC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
NapdC/TyrdU 69 % 39 0,02 nM 10 26 %
NapdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
Dos mod.
PPdC/PPdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
PPdC/NapdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
PPJC/MOEdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
PPdC/TyrdU 69 % 35 0,02 nM 8 23 %
PPdC/ThrdU N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.

Basandose en la informacién en la tabla 13, el porcentaje de todos los aptdmeros con modificacién Unica analizados
que no mostraron unién fue del 38 %. La falta de unién se define como un aptdmero que tiene una Kd de 320 nM o
superior. El porcentaje de todos los aptdmeros con Unica modificacién con una Kd £ 10 nM fue del 40 %, y la Kd
promedio de todos los aptdmeros con modificacién Unica fue de 6 nM. Por el contrario, el porcentaje de todos los
aptdmeros con dos modificaciones (mod. doble) analizados que no mostraron unién fue de 24 %. Ademés, el
porcentaje de todos los aptameros con dos modificaciones con una Kd < 10 nM fue de 69 %, y la Kd promedio para
todos los aptameros con dos modificaciones fue de 0,02 nM.

Ejemplo 7: Otros aptameros que comprenden dos bases modificadas

Las bibliotecas que comprenden cada uno de los pares de modificacién mostrados en la Tabla 14 se realizan de la
siguiente manera. En algunas realizaciones, cada biblioteca contiene 40 o mas nucleétidos seleccionados al azar. En
algunas realizaciones, cada biblioteca contiene 30 nucleédtidos seleccionados al azar, permitiendo 210" secuencias
diferentes. Las bibliotecas pueden ser sintetizadas enzimaticamente usando trifosfatos de nucleétidos naturales y/o
modificados usando ADN polimerasa KOD, Exo-. En algunas realizaciones, la regién aleatoria esta flanqueada por
secuencias fijas para hibridar los cebadores de amplificacién por PCR, con o sin espaciadores adicionales en el
extremo 5'y en el extremo 3'. En algunos casos, el molde sintético maestro se usa para generar bibliotecas modificadas
con todas las posiciones dU y/o dC uniformemente modificadas en reacciones de extensién de cebadores de
sustitucién. La sintesis de la biblioteca puede realizarse sustancialmente como se describe en el Ejemplo 1.

33



ES 3013534 T3

Tabla 14: Bibliotecas de aptdmero con modificacién doble

Biblioteca

1 dC/dT (control de
ADN)

2 Nap-dC/dT

3 2Nap-dC/dT

4 PP-dC/dT

5 Tyr-dC/dT

6 dC/Nap-dU

7 dC/2Nap-dU

8 dC/PPdU

9 dC/Trp-dU

10 dC/Tyr-dU

1 Nap-dC/Nap-dU

12 Nap-dC/2Nap-dU

13 Nap-dC/PP-dU

14 Nap-dC/Trp-dU

15 Nap-dC/Tyr-dU

16 2Nap-dC/Nap-dU

17 2Nap-dC/2Nap-dU

18 2Nap-dC/PP-dU

19 2Nap-dC/Trp-dU

20 2Nap-dC/Tyr-dU

21 PP-dC/Nap-dU

22 PP-dC/2Nap-dU

23 PP-dC/PP-dU

24 PP-dC/Trp-dU

25 PP-dC/Tyr-dU

26 Tyr-dC/Nap-dU

27 Tyr-dC/2Nap-dU

28 Tyr-dC/PP-dU

29 Tyr-dC/Trp-dU

30 Tyr-dC/Tyr-dU

Una o varias de las bibliotecas de la Tabla 14 pueden usarse para seleccionar aptdmeros que se unan a una diana,
tal como una proteina diana. Las bibliotecas que comprenden dos bases modificadas suelen producir aptameros que
tienen mayor especificidad y/o afinidad por la diana.

Ejemplo 8: Aptameros con modificacion doble ilustrativos

Los aptdmeros de unién a PCSK9 de la familia de secuencia conservada del grupo 11720 (Nap-dC/dT) se muestran
en la Tabla 15. Solo se muestra la regién aleatoria de cada secuencia. Se indica el nimero de copias de cada
secuencia (idéntica o equivalente con hasta 5 apareamientos incorrectos) de un total de 11.380 secuencias. Todos los
aptdmeros de esta familia comparten el elemento de secuencia conservado TTppGGpp, donde p = Nap-dC. El
aptéamero 11730-6 (SEQ ID NO: 4, Kd = 0,1 nM) fue el representante seleccionado de este conjunto para el ensayo
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Tabla 15: Aptdmeros del grupo 11720

SEQID NO | Copias Secuencia de regién aleatoria

4 401 AAG TTppGGpp GppTpGGGGTpppTGppAA
5 21 ATAppTGGGA TTppGGpp ATTTGpGpAGTT

6 4 TGAAG TTppGGpp GTGpGpATGGTApppAT
7 3 TTTGTGp TTppGGpp TAGpGpAGATATppT

8 1 ATAGG TTppGGpp TTGpGpTGTTTAGApA
9 1 TAGATGppTGGTAT TTppGGpp TTGpGpAT

10 2 TAGTGpppTGATpTA TTppGGpp AAGpppA

11 3 TTTGppppTGGTTApG TTppGGpp TGGpGpA

12 2 ATGppG TTppGGpp TAGpGpTpGTTApppA
13 1 TGAppAppTGTppAA TTppGGpp TAGpGpA

14 1 TAppAGGTA TTppGGpp GAGpGpTGpTATA

15 1 GAGpppAGTTAp TTppGGpp TTGpATTGTA

16 1 AAGAGT TTppGGpp TAppGpATTpApppT

17 1 ApAGTpppApAGTTTAA TTppGGpp GTAGppGpT

18 1 ATAppAGGGTpG TTppGGpp AAGpGpTGTT

19 1 GAG TTppGGpp TAGp GpAGAAGpppT GGAT
20 1 TTTTppAGGAA TTppGGpp AAGpGpTGTGA

21 1 AATTAppTGAGGA TTppGGpp AAGpGpAGA

22 1 pTGpGTTApGpp TTppGGpp TGGpTGATAG

23 1 TAppTGAGTTATGTA TTppGGpp GTGpGpA

24 1 pAAAGpA TTppGGpp TTGpGpAGTAGpppT
25 1 GTAGTTppAGATTGA TTppGGpp TTGpGpT

26 1 AATApTppAGGTGAG TTppGGpp AAGpGpT

Los aptdmeros de unién a PCSKO9 de la familia de secuencia conservada de grupo 11730 (Nap-dC/Tyr-dU) se muestran
en la Tabla 16. Solo se muestra la regién aleatoria de cada secuencia. Se indica el nimero de copias de cada
secuencia (idéntica o equivalente con hasta 5 apareamientos incorrectos) de un total de 17.695 secuencias. Todos los
aptdmeros de esta familia comparten el elemento de secuencia conservado yGpppG, donde p = Nap-dC e Y = Tyr-
dU. Muchas secuencias también contenian el elemento de secuencia conservado yyAyGpAp. El aptamero 11730-19
(SEQ ID NO: 27, Kd = 0,2 nM) fue el representante seleccionado de este conjunto para el ensayo de estabilidad

metabdlica.
Tabla 16: Aptdmeros del grupo 11730
SEQID NO | Copias Secuencia de regién aleatoria
27 680 GyyAypGpAAYGyGpGpppGGG  yGpppG  pp
28 163 yG  yGpppG GAYAyyAApyGyyppGAGpAGY
29 56 yGyyyAyGpApA yGpppG pGAYGApAGYAA
30 44 AGYyGyGAyyAyGpApy yGpppG  pAyyyGGy
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(continuacién)

SEQID NO | Copias Secuencia de regién aleatoria

31 15 YAYAGAApAYAAYGPApA  yGpppG  pAyApy

32 15 YAYPAGYyyAyGpApG  yGpppG  pGAYGApy

33 13 GApyApGAGGGAYGAYGpApA  yGpppG pAy

34 11 AyAAYGAYYAYGpApA  yGpppG pAyGypAy

35 4 GGpAYpGYG  yGpppG  AyyyypyAAppGGGA
36 4 GppGAAYyyAyGpApp  yGpppG  pAYGAYyp

37 2 PPAAYPAYGAPAPA yGpppG GAyGAyApy

38 1 YAPGA yGpppG  GAyAyyGApyGyyppGypG
39 1 pGYAGPGApGGGpGYGGpA  yGCpppG  Gppppp

40 1 yGGYGAGAG yGpppG GAYAYyYAApyGyypp
41 1 YPAAAGGPPGYG  yGpppG  AyyyypyAAppG

42 1 YYYPGAAGYYGAG pGyGGpAAyApy  yGppp

43 1 PGYGyyyAyGpApy yGpppG pGAyyApApp

Los aptameros de unién a PCSK9 de la familia de secuencia conservada de grupo 11733 (Pp-dC/Nap-dU) se muestran
en la Tabla 17. Solo se muestra la regién aleatoria de cada secuencia. Se indica el nimero de copias de cada
secuencia (idéntica o equivalente con hasta 5 apareamientos incorrectos) de un total de 16.118 secuencias. Todos los
aptdmeros de esta familia comparten el elemento de secuencia conservado rPPPAAGGITPAPPG (SEQ ID NO: 83),
donde r = Pp-dC y P = Nap-dU. El aptdmero 11733-44 (SEQ ID NO: 44, SL1063) fue el inhibidor méas potente de 30
mer de la PCSK9 de humano de tipo salvaje (Clsg = 2,8 nM). El aptamero 11733-198 (SEQ ID NO: 46, Kd = 0,07 nM)
fue el representante seleccionado de este conjunto para el ensayo de estabilidad metabdlica.

Tabla 17: aptdmeros del grupo 11733

SEQID NO | Copias Secuencia de regién aleatoria

44 1041 AArGpA  rpppAAGGITpAppG  AGGAAArpr

45 969 rA  rpppAAGAIpAppG rGGAGArpGGG
46 340 rGpG  rpppAAGAITpGppG  AGApGrGrprA

47 204 A pppAAGArIpGppG  AGGGIrprGGGAAp
48 158 GrrGGp GpppAAGAArpGppG  GGGrArppr

49 154 GrGrA  rpppAAGAIpAppG GGGAGAArpr

50 127 PPPAAGGrpGppG  AGGArprGGrApGAA
51 105 rAA  rpppAAGGrpGppG GGAGAGrTppG

52 51 GAApPAITArG  rpppAAGAITpAppG  GAprG

53 23 GAGAA  rpppAAGAIpAppG  AGGGrrprpG

54 13 rGA  rpppAAGGIpAppG GGGGArprGAr

55 11 GAArA  rpppAAGArpGppG GGAAGrGprp

56 10 A rpppAAGGHpGCppG  AGGAAAIGprpGA
57 10 AG  rpppAAGArpGppG AGAApprGArAAA
58 8 AG  rpppAAGArpGppG  AGrAGrrprGArT
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(continuacién)

SEQID NO | Copias Secuencia de regién aleatoria

59 7 GAAGGprAAGpGGrA  rpppAAGGrpGppr

60 7 AAArrA  rpppAAGAIrpGppG  GGGrArprp

61 6 AAAr  rpppAAGAIpAppG AGGpGGGrprA

62 6 PAGGIrG  rpppAAGAIpAppG  AGGGArprr

63 4 GpGArG  rpppAAGArTpAppA  GGGrArppr

64 3 GAAAITA  rpppAAGArpAppG  AGAGATrpr

65 3 GAAA  rpppAAGAIpAppG  AGrAGGAArpr

67 3 rGA  rpppAAGAIpGppG  AAAGPrGrGGGG
68 3 A rpppAAGArpGppG  AGAIrGGrprGGArAp
69 2 GAA  rpppAAGArpGppG  AGGAITAprArG

70 2 ArGpGGAGprGGArA  rpppAAGGrrpGppr

71 2 prGrGA  rpppAAGGrpAppG  pGGGArprp

72 2 G rpppAAGGITPAppG  AGAprGGrprGGGp
73 2 GA  rpppAAGGIpGppG AAGGprGAGAGpp
74 2 AArGAp  rpppAAGGrpGppA  GGGGrppr

75 2 rAAGrpGrrprGrA  rpppAAGArGpGppG G

76 2 ArrGp  GpppAAGAArpGppG GGGGGAArpr

77 1 GAApPAITArG  rpppAAGArTpAppG  AGApGrGrprA

78 1 pAAGITpGAGAAATITA rpppAAGATrTpppp

79 1 rGAA  rpppAAGAIrpGppG  AGrAGrprppr

80 1 AGAAp  rpppAAGGrHrpGprG  AGArprGAG
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REIVINDICACIONES

1. Un aptdmero que comprende al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una segunda
pirimidina modificada en la posicién 5, en donde la primera pirimidina modificada en la posiciéon 5 y la segunda
pirimidina modificada en la posicién 5 son pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes;

en donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5 y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5; o

en donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una citidina modificada en la posicién 5 y en donde
la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 es una uridina modificada en la posicién 5;

en donde la uridina modificada en la posicién 5 comprende un resto tirosilo en la posicién 5;

y en donde la citidina modificada en la posicién 5 comprende un resto bencilo en la posicion 5.

2. El aptamero de la reivindicacién 1, en donde la citidina modificada en la posicién 5 es PPdC; en donde la uridina
modificada en la posicién 5 es una TyrdU.

3. El aptdmero de la reivindicaciéon 1, en donde al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 es una
PPdC y al menos una segunda pirimidina modificada en la posicidén 5 una TyrdU.

4. El aptamero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el aptdmero comprende una regidén en el
extremo 5' del aptamero que tiene una longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 o al menos
30 nucleétidos, o una longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, o 10 a 20 nucledtidos, en donde la regién en el
extremo 5' del aptdmero carece de pirimidinas modificadas en la posicién 5; y en donde el aptdmero comprende una
regién en el extremo 3' del aptdmero que tiene una longitud de al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25
o al menos 30 nucleédtidos, o una longitud de 5 a 30, 10 a 30, 15 a 30, 5 a 20, 0 10 a 20 nucledtidos, en donde la regién
en el extremo 3' del aptdmero carece de pirimidinas modificadas en la posicién 5.

5. El aptdmero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el aptamero tiene una longitud de 20 a 100,
020a90,020a80,020a70,020a60,020a50,030a100,030a90,030a80, 030a70,030a60,030ab50,
040a100,040a90,040a80, 040a 70, 040 a60, o040 a 50 nucledtidos.

6. Una composicién que comprende una pluralidad de aptdmeros de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. La composicion de la reivindicacién 6, en donde cada aptamero comprende una regién aleatoria, en donde la regién
aleatoria tiene una longitud de 20 a 100, 0 20 a 90, 0 20 a 80, 0 20 a 70, 0 20 a 60, 0 20 a 50, 0 20 a 40, 0 30 a 100,
030a90,030a70,030a60, 030a50, o030 a40 nucleétidos.

8. Una composicién que comprende un aptamero y una diana, en donde el aptdmero y la diana son capaces de formar
un complejo, y en donde el aptdmero es un aptamero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Una composicién que comprende un primer aptamero, un segundo aptdmero y una diana,

en donde el primer aptdmero comprende al menos una primera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos
una segunda pirimidina modificada en la posicion 5;

en donde el segundo aptamero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5 o en donde
el segundo aptamero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos una cuarta
pirimidina modificada en la posicién 5;

en donde el primer aptdmero, el segundo aptdmero y la diana son capaces de formar un complejo trimero; y en
donde la primera pirimidina modificada en la posicién 5 y la segunda pirimidina modificada en la posicién 5 son
pirimidinas modificadas en la posicién 5 diferentes; y

en donde el primer aptdmero es un aptdmero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

10. La composicién de la reivindicacién 9, en donde la diana se selecciona de una proteina, un péptido, un
carbohidrato, una molécula pequefia, una célula y un tejido.

11. Un método que comprende:

(a) poner en contacto un aptdmero capaz de unirse a una molécula diana con una muestra;

(b) incubar el aptdmero con la muestra para permitir que se forme un complejo aptdmero-diana;

(c) enriquecer el complejo aptamero-diana en la muestra y

(c) detectar la presencia del aptdmero, del complejo aptamero-diana o de la molécula diana, en donde la deteccidn
del aptdmero, del complejo aptdmero-diana o de la molécula diana indica que la molécula diana esta presente en
la muestra, y en donde la ausencia de deteccidn del aptdmero, del complejo aptdmero-diana o de la molécula diana
indica que la molécula diana no esta presente en la muestra;
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en donde el aptamero es un aptamero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

12. El método de la reivindicacidén 11, en donde el método comprende al menos una etapa adicional seleccionada de:
afladir una molécula competidora a la muestra; capturar el complejo aptdmero-diana en un soporte sélido; y afiadir
una molécula competidora y diluir la muestra; en donde la al menos una etapa adicional se produce después de la
etapa (a) o la etapa (b); en donde la molécula competidora se selecciona opcionalmente de un oligonucleétido,
polidextrano, ADN, heparina y dNTPs; en donde el polidextrano es opcionalmente sulfato de dextrano; en donde el
ADN es opcionalmente ADN de esperma de arenque o ADN de esperma de salmén.

13. El método de la reivindicaciéon 11 o de la reivindicacién 12, en donde la molécula diana se selecciona de una
proteina, un péptido, un carbohidrato, una molécula pequefia, una célula y un tejido; y en donde la muestra se
selecciona de sangre entera, leucocitos, células mononucleares de sangre periférica, plasma, suero, esputo, aire
espirado, orina, semen, saliva, liquido meningeo, liquido amniético, fluido glandular, fluido linfatico, aspirado del pezén,
aspirado bronquial, liquido sinovial, aspirado articular, células, un extracto celular, heces, tejido, una biopsia de tejidos
y liquido cefalorraquideo.

14. Un método para detectar una diana en una muestra que comprende

a) poner en contacto la muestra con un primer aptamero para formar una mezcla, en donde el primer aptamero es
capaz de unirse a la diana para formar un primer complejo;

b) incubar la mezcla en condiciones que permitan que se forme el primer complejo;

¢) poner en contacto la mezcla con un segundo aptédmero, en donde el segundo aptamero es capaz de unirse al
primer complejo para formar un segundo complejo;

d) incubar la mezcla en condiciones que permitan que se forme el segundo complejo;

e) detectar la presencia o ausencia del primer aptdmero, del segundo aptédmero, de la diana, del primer complejo
o del segundo complejo en la mezcla, en donde la presencia del primer aptdmero, del segundo aptémero, de la
diana, del primer complejo o del segundo complejo indica que la diana esta presente en la muestra;

en donde el primer aptdmero es un aptdmero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

en donde el segundo aptdmero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posiciéon 5, 0 en
donde el segundo aptdmero comprende al menos una tercera pirimidina modificada en la posicién 5 y al menos
una cuarta pirimidina modificada en la posicién 5;

en donde el primer aptdmero, el segundo aptamero y la diana son capaces de formar un complejo trimero.

15. Un método para identificar uno o méas aptameros capaces de unirse a una molécula diana que comprende:

(a) poner en contacto una biblioteca de aptdmeros con la molécula diana para formar una mezcla y permitir la
formacién de un complejo aptdmero-diana, en donde el complejo aptamero-diana se forma cuando un aptamero
tiene afinidad por la molécula diana;

(b) separar el complejo aptdmero-diana del resto de la mezcla (o enriquecer el complejo aptamero-diana),

(c) disociar el complejo aptdmero-diana; y

(d) identificar el uno 0 mas aptdmeros capaces de unirse a la molécula diana;

en donde la biblioteca de aptdmeros es la composicién de la reivindicacién 6 o de la reivindicacién 7.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde la biblioteca comprende al menos 1000 aptameros, en donde cada
aptdmero comprende una secuencia de nucleétidos diferente.
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dC/dU modificados uniformente en

bibliolecas sintetizadas enzimaticamente
24 mer 31 mer

cebador 5.’“‘ cebador 3'

Biblioteca
{~10%® copias]

Diana

N\ e 1500 nM

Conc. diana reducida en
la siguiente ronda de
SELEX

Separacion de complejos
diana-aptamero

ghe M

Aptameros eluidos,
amplificados por PCR
con dNTPs naturales

Grupo de aptdmeros
modificados
enriguecidos

Captura de perla SA, dNTP naturales
Amplificado por PCR con dNTPs  reemplazados en extension de cebador con
naturales y sometidos a dC/dy, dAdG
secuenciacion profunda con
NGS

SOMAmers sintetizados quimicamente

FIG. 1
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CITOSINA URACILO
NH; O
X X
NF ’ g HN | g
O N O N

T - denota la union a la cadena principal de moléculas de acido nucleico {por ejemplo, la cadena
principal de fosfato desoxirribosa)

X - denota un enlazador unido a la posicién 5 de la molécula de pirimidina (uracilo o citosina)

R’ - denota un resto unido a la posicion 5 de la molécula de pirimidina a través del enlazador (X}

FIG. 20
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Enlazadores ilustrativos (denotados como X en la Figura 20, anterior)
n=0,123,4,5 75,7, 8,90 10; R denota un resto
«nnne - denota la unidn a la posicidn 5 de la molécula de pirimidina (uracilo o citosina)

H 0 n
S”J \H/ '\H NG
N
:’yr \N)LO/HH\R.
: o]
A AN
H n
0
U R
w M
FIG. 20 (cont.)
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Enlazadores ilustrativos (denotados como X en la Figura 20, anterior)
n=0,123,4,5,5,7, 8,90 10; R denota un resto
wnns ~denota la union a la posicion 5 de la molécula de pirimidina (uracilo o citosina)

o\ ] /o

w M

o NS )LH ’

0
N
Y
0

%/\AH/H(O\

Rc

FIG. 20 (cont.)
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Grupo Estructuras R’ (* denota el punto de union del grupo R’ a X (enlazador))
*
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FIG. 20 (cont.)
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Estructuras R’ (* denota el punto de unién del grupo R' a X (enlazador))

Grupo
/9’
X1
< d é
%*
H /
X **CH3 H,C—C”~ HsC~ C HSC—;C
EH, C.,CH2 HsC' G,
OH OH OH
. *_~
XIV c * *
2 CH; H3C
OR" OR" OR"
Ha CH, HsC CHa
SR" SR SR”
XVI *-chH,  x *
CH; HaC CHy
" Rn w
Ru\ ’R" \ R" + }\{R
X\"II * +,N\ *% Rn * \R"
R CHs HiC CHa
XVl *_ g * e adl
oH  OR'  NH NHR®  NR'R”
" NR"
XIX AL LN A G
NH, NHR'  NR'R" NHR"  NR'R”
O "
0 0 ,NOH NOH f\l NOR"
XX *_ %* *_& * %*_ *
= o —<CH g —<CH —<CH
3 3 3

R" y R”” se seleccionan, independientemente, de un haldgeno (-F, -Ci, -Br, -I}; nitrilo (-CN);
alquilo (C1-C20) inferior ramificado; alquilo (C1-C20) inferior lineal; amida primaria; amida secundaria;

amida terciaria; y grupo alcoxi.

FIG. 20 (cont.)
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Abreviatura Modificaciéon dU en 5 unida a través Estructura quimica
de un enlace de amida
Bn bencilmetilo
Nap 1-naftilmetilo A
§~ s \%w
LI
o
PE 2-feniletilo ) ;i \/i\\%
PP 3-fenilpropilo
iBu iso-butilo
FBn 4-fluorobencilmetilo
ZNap 2-naftilmetilo
Tyt tirosilo
NE 1-naftiletilo
MBn 3,4-metilendioxibencilo ﬁ .
MOE morfolinoetilo
BF 3-benzofuraniletilo
BT 3-benzotiofeniletilo 5 .
e O/
Trp 3-indol-2-etilo ?L 7 N
1
Thr (R)-2-hidroxipropilo iﬁ
'_,-’ \N.,f’\\,\f /OH
H Z

FiG. 21
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Abreviatura

Modificacion dC en 5 unida a través de
un enlace de amida

Estructura quimica

Bn bencilmetilo

Nap 1-naftilmetilo

PE 2-feniletilo

PP 3-fenilpropilo

2Nap 2-naftilmetilo

Tyr tirosilo

NE 1-naftitetilo
2NE 2-naftil-2-etilo

FIG. 22

70




ES 3013534 T3

NH2 O NH2 @] ‘
N7 N NZ N
YN0 jegne
0° N 07 N
HO HO
0 BndC 0 NapdC

OH X OH X

NHz O /\/@ NH, O

N= |
O)\N
HO HO
O PEdC O PPdC
OH X

FeRRee Sapas

N~ N
A | H
0% N
HO HO
C 2NapdC o NEdC
OH X

OH X

N/

VTN |
O)\N O)\N 3

HO HO
2NEdG o TyrdC

o
OH X OH X

FIG. 22 (cont)

71



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - CLAIMS
	Page 39 - CLAIMS
	Page 40 - CLAIMS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS
	Page 44 - DRAWINGS
	Page 45 - DRAWINGS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS
	Page 66 - DRAWINGS
	Page 67 - DRAWINGS
	Page 68 - DRAWINGS
	Page 69 - DRAWINGS
	Page 70 - DRAWINGS
	Page 71 - DRAWINGS

