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(57) Resumo: COMPOSTOS ANTAGONISTAS DE RNA PARA A
INIBICAO DE EXPRESSAQ DE APO-B100. A presente invengéo
refere-se a oligonucleotideos direcionados contra o gene Apo-B100
sdo providos para modulagdo de expressdo de Apo-B100. As
composi¢gdes compreendem  oligonucleotideos, particularmente
oligonucleotideos anti-sentido, alvejados para acidos nucléicos
codificando Apo-B100. Métodos de utilizagdo destes compostos para
modulagdo de expressdo de Apo-B100 e para o tratamento de
doengas associadas com superexpressao de Apo-B100, expresséo de
Apo-B100 com mutagdo ou ambas séo providos. Exemplos de
doengas séo cancer tais como canceres de pulmao, mama, célon,
préstata, pancreas, pulméo, figado, tiréide, rim, cérebro, testiculos,
estdmago, intestinos, corddo espinhal, sinos, bexiga, trato urinario ou
ovario. Os oligonucleotideos podem ser compostos por
desoxirribonucieosideos ou um analogo de acido nucléico tal como por
exemplo, acido nucléico fechado ou uma combinagédo dos mesmos.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOS-
TOS ANTAGONISTAS DE RNA PARA A INIBICAO DE EXPRESSAO DE
APO-B100".
Campo da Invengao

A presente invengdo refere-se a composicdes e processos para
modulagdo de expressdo de Apo-B100. Em particular, esta invengéo refere-
se a compostos.oligonucleotl’deos que especificamente hibridizam com &ci-
dos nucléicos codificando Apo-B100. Os compostos oligonucleotideos foram
mostrados modularem a expressao de Apo-B100 e suas preparagbes farma-
céuticas e seu uso como tratamento de doencas de cancer sdo mostradas.

Antecedentes da Invencao

Apolipoproteina B (também conhecida como ApoB, apolipoprote-
ina B-100; ApoB-100, apolipoproteina B-48; ApoB-48 e antigeno Ag(x)), é
uma grande glicoproteina que serve um indispensavel papel na montagem e
secregao de lipideos e no transporte e tomada mediada por receptor e libe-
ragao de distintas classes de lipoproteinas. ApoB desempenha um importan-
te papel na regulagédo de niveis de lipoproteina circulante, e € por isso rele-
vante em termos de suscetibilidade a aterosclerose que é altamente correla-
cionada com a concentragao ambiente de apolipoproteina B contendo lipo-
proteinas. Ver Davidson and Shelness (Annul Ver. Nutr., 2000, 20, 169-193)
para ainda detalhes das duas formas de AbbB presente em mamiferos, sua |
estrutura e importancia medicinal de ApoB.

Elevados niveis em plasma da ApoB-100 contendo lipoproteina
Lp(a) estao associados com aumentado risco para aterosclerose e suas ma-
nifestagoes, que- podem incluir hipercolesterolemia (Seed et al., N. Eng. J.
Med., 1990, 322, 1494-1499), infartagdo miocardial (Sandkamp et al., Clin.
Chew., 1990, 36, 20-23), e trombose (Nowak-Gottl et al., Pediatrics, 1997,
99, Eli).

A concentragcdo em plasma de Lp(a) é fortemente influenciada
por fatores herdaveis e é refrataria a maioria de drogas e manipulacdo de
dieta (Katan and Beynen, Am. J. Epidemiol., 1987, 125, 387-399; Vessby et
al., Atherosclerosis, 1982, 44, 61-71). Terapia farmacolégica de elevados
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niveis de Lp(a) tem sido somente modestamente bem-sucedida e aférese
permanece a modalidade terapéutica mais eficaz (Hajjar and Nachman, An-
nul Rev. Med., 1996, 47, 423-442).

Duas formas de apolipoproteina B existem em mamiferos. ApoB-
100 representa a proteina de inteiro comprimento contendo 4536 residuos
de aminoacidos sintetizada exclusivamente no figado humano (Davidson
and Shelness, Annul Ver. Nutr., 2000, 20, 169-193). Uma forma truncada
conhecida como ApoB-48 é colinear com os 2152 residuos terminais amino
e é sintetizada no intestino delgado de todos os mamiferos (Davidson and
Shelness, Annul Ver. Nutr., 2000, 20, 169-193).

As bases através das quais o gene estrutural comum para apoli-

poproteina B produz duas isoformas de proteina distintas é um processo

- conhecido como edi¢cao de RNA. Uma reagdo de edicdo citosina-para-uracila

especifica de sitio produz um cédon de interrupgao UAA e término transdu-
cional de apolipoproteina B para produzir Apo-48 (Davidson and Shelness,
Annul Ver. Nutr., 2000, 20, 169-193). ‘

A significancia medicinal de ApoB de mamifero foi verificada u-
sando estudos de camundongo transgénico tanto superexpressando ApoB
humana (Kim and Young, J. Lipid R'es., 1998, 39, 703-723; Nishina et al., J.
Lipid Res., 1990, 31, 859-869) ou camundongos nocaute ApoB (Farese et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1995, 92, 1774-1778: Kim and Young, J.
Lipid Res., 1998, 39, 703-723). '

Atualmente, éstratégias objetivando inibigdo de funcao de apoli-
poproteina B tém sido limitadas & aferese de Lp(a), anticorpos, fragmentos
de anticorpos e ribozimas. Além disso, oligonucleotideos anti-sentido de bai-
xa bioestabilidade e/ou baixa afinidade de ligacdo foram mostrados e reivin-
dicados em publicagaéo PCT WO 00/97662, WO 03/11887 e WO
2004/44181.

Consequentemente, permanece uma necessidade de adicionais
agentes capazes de efetivamente antagonizarem fungao de apolipoproteina
B e conseqlientemente diminuir o nivel de Lp(é) em plasma.

A presente invengdo prové compostos eficazes oligoméricos A-
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cido Nucléico Fechado (ANF) (LNA) e seu uso em métodos para modulacdo
de expressao de apolipoproteina B, incluindo inibigdo da isoforma alternativa
de apolipoproteina B, ApoB-48.

Sumario da Invencao

A presente invencéo prové composi¢des e métodos para modu-
lagéo de expresséo de apolipoproteina B (Apo-B100/Apo-B48). Em particu-
lar, esta invengao refere-se a compostos oligonucleotideos sobre especificos
motivos alvejando apolipoproteina B. Estes motivos sdo SEQ ID NOS: 2-26,
em particular SEQ ID NOS: 2, 3, 10, 11 e 21. Especificos desenhos de com-
postos oligonucleotideos contendo LNA também sao mostrados. Compostos
especificamente preferidos sdo SEQ ID NOS: 29-47, em particular SEQ ID
NOS: 29, 30, 31, 36, 37, 38, 40 e 42. Os compostos da invengdo sdo poten-
tes inibidores de mMRNA de apolipoproteina e expressao de proteina. In vitro,
SEQ ID NOS: 29 e 30 regularam descendentemente expressdo de ApoB
com ICsp ao redor de 1-56 nM, e SEQ ID NO 37 mostrou uma ICs, de cerca
de 0,5 nM. In vivo, a expressao de mRNA de ApoB-100 foi suprimida no fi-
gado e jejuno seguindo tratamento com SEQ ID NO: 29 em uma maneira
dependente de droga. Concomitante com reduzidos niveis de ApoB-100, o
colesterol total em plasma foi reduzido por 70%. '

Composi¢des farmacéuticas e outras compreendendo os com-
postos oligonucleotideos da invengdo também sao providas. Sao ainda pro-
vidos processos de modulagéo de expressao de apolipoproteina B em célu-
las ou tecidos compreendendo contato das ditas células ou tecidos com um
ou mais compostos ou composicdes de oligonucleotideos da invencgéo.
Também s&o mostrados métodos de tratamento de um animal ou um ser
humano, suspeito de ter ou sendo propenso a uma doencga ou condicdo, as-
sociada com expressao de apolipoproteina B através de administragao de
uma quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um ou mais dos
compostos ou composigoes de oligonucleotideos da invengio. Ainda, méto-
dos de uso de compostos oligonucleotideos para a inibicdo de expressdo de
apolipoproteina B e para tratamento de doengas associadas com atividade
de apolipoproteina B sao providos. Ekemplos de tais doengas sao diferentes
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tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL; dislipidemias, por exemplo,
hiperlipidemia combinada familiar (FCHL), hiperlipidemia adquirida, hiperco-
lesterolemia; hipercolesterolemia resistente a estatina; doenga de artéria co-
ronaria (CAD), doenga de coragao de coronaria (CHD), aterosclerose.

Breve Descricdo das Figuras

Figura 1A: Expressao relativa de mRNA de ApoB em hepatéci-
tos de camundongo (células Hepa1-6) seguindo tomada auxiliada com lipi-
deo de SEQ ID NO: 29, siRNA (ndo-modificado) ou siRNA modificado com
colesterila.

Figura 1B:-Expressao relativa de ApoB em células BNLCL2 se-
guindo tratamento com SEQ ID NOS: 29 e 30. Ambos compostos sdo poten-
tes inibidores do mRNA de ApoB-100 ja em 1 nM ou 5 nM de concentrag&o.

Figura 2A: Expressdo de mRNA de ApoB-100 relativa seguindo
tratamento (dosagem diaria i.v. por trés dias) com SEQ ID NO: 29, siRNA
(ndo-modificado) (SEQ ID NOs: 48/49) ou siRNA modificado com colesterila
(SEQ ID Nos: 50/49) em figados. )

Figura 2B: expressao relativa de mRNA de ApoB-100 seguindo
tratamento (dosagem diaria i.v por trés dias com SEQ ID NO: 29, siRNA
(ndo-modificado) (SEQ ID NOs: 48/49) ou siRNA modificado com colesterila
(SEQ ID NOs: 50/49) em jejuno.

Figura 3: Niveis relativos de colesterol em plasma de camun-
dongos tratados com SEQ ID NO: 29, siRNA (ndao-modificado) (SEQ ID NOs:
48/49) ou siRNA modificado colesterila (SEQ ID NOs: 50/49).

Figura 4: ApoB-100 in vitro alveja regulagao descendente em cé-
lulas Hepa 1-6 ou BNCL. Efeito de resposta de dose de SEQ ID NOs: 29 e
27 sobre o nivel de mRNA de ApoB (normalizado para GapDH) a partir de
linhas de células de camundongos. |

Figura 5A: Silenciamento de ApoB-100 in vivo no figado seguin-
do tratamento com LNA anti-sentido de camundongos C57BL/6. As molécu-
las anti-sentido de LNA foram dosadas uma dose (6,25, 12,5 ou 25 mg/kg) e
o siBRNA (50 mg/kg) 3 dias consecutivos em camundohgos C57BL/6. Ex-
pressao de ApoB-100 foi medida por qPCR e normalizada para Gapdh. Da-
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dos representam média +/- DP (n = 7).

Figura 5B: Silenciamento de ApoB-100 in vivo em jejuno seguin-
do tratamento com LNA anti-sentido de camundongos C57BL/6. As molécu-
las de LNA anti-sentido foram dosadas uma dose (6,25, 12,5 ou 25 mg/kg) e
o siRNA (50 mg/kg) 3 dias consecutivos em camundongos C57BL/6 camun-
dongos. Expressao de ApoB-100 foi medida por qPCR e normalizada para
Gapdh. Dados representam média +/- DP (n = 7).

Figura 6A: Niveis de colesterol em plasma seguindo tratamento
com LNA anti-sentido. As moléculas de LNA anti-sentido foram dosadas uma
dose (6,25, 12,5 ou 25 mg/kg) e o siRNA (50 mg/kg) 3 dias consecutivos em
camundongos C57BL/6. Niveis de colesterol — LDL foram determinados u-
sando um kit colorimétrico. Dados representam média +/- DP (n = 7).

Figura 6B: niveis de colesterol em p]asma seguindo tratamento
com LNA anti-sentido. Moléculas de LNA anti-sentido foram dosadas uma
dose (6,25, 12,5 ou 25 mg/kg) e o siRNA (50 mg/kg) 3 dias consecutivos em
camundongos C57BL/6. Niveis de colesterol total em plasma foram determi-
nados usando um kit colorimétrico. Dados representam média +/- DP (n = 7).

Figura 7: Mostra a comparag¢ao de sequéncia do comprimento
reverso das sequéncias preferidas do acido nucléico alvo de ApoB, que fo-
ram usadas para desenhar compostos oligoméricos de acordo com a inven-
¢ao.

Figura 8: Resposta de dose e selegao in vitro (1,5 ou 25 nM) em
células Huh-7 (hepatécitos) tratadas com diferentes oligonucleotideos de
LNA anti-sentido e o efeito dos oligonucleotideos medido como regulagéo
descendente de mRNA (ApoB-100) alvo (QPCR)..

Figura 9: IC50 (a concentragdo de oligonucleotideo anti-sentido
para obter 50% de inibicdo de expressdo alvo (ApoB-100)) para 7 oligonu-
cleotideos LNA anti-sentido selecionados, medida em células Huh-7 analisa-
das por QPCR. .

Figura 10A: Niveis de mRNA ApoB-100 medidos no figado no
sacrificio dia' 28. Camundongos C57BL/6 foram dosados tanto duas vezes
por semana com 2,5 mg/kg/dose (total de 8 doses) ou uma vez por semana
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5 mg/kg (total de 4 doses) por 4 semanas.

Figura 10B: Niveis de LDL em plasma medidos uma vez por
semana por 4 semanas em sangue retro orbital. Camundongos C57BL/6
foram dosados tanto duas vezes por semana com 2,5 mg/kg/dose (total de 8
doses) como uma vez por semana éom 5 mg/kg (total de 4 doses) por 4 se-
manas.

Figura 11A: Duragado de acao medida como niveis de mRNA
ApoB-100 no figado no sacrificio dia 3, 5, 8, 13 ou 21. Camundongos
C57BL/6 foram dosados uma, duas ou trés doses de 25 mg/kg/dose de SEQ
ID NO: 37 uma dose em cada um de 1, 2 ou 3 dias consecutivos, respecti-
vamente.

Figura 11B: Colesterol total em plasma medido no dia de sacrifi-
cio 3, 5, 8, 13 ou 21. Camundongos fémeas C57BL/6 foram dosados com
uma, duas ou 3 doses de 25 mg/kg/dose de SEQ ID NO: 37, uma dose cada
dia em um, dois ou trés dias consecutivos, respectivamente. -

Descricao Detalhada da Invencao

A presente invengdo emprega compostos oligoméricos, particu-
larmente -oligonucleotideos anti-sentido, para uso em modulagdo de fungao
de moléculas de acido nucléico codificando apolipoproteina B (tal como Apo-
B100 e/ou ApoB-48). A modulag&o é por (ltimo uma mudanca na quantidade

de apolipoproteina B produzida. Em uma modalidade isto é realizado através

de provimento de compostos oligoméricos, que especificamente hibridizam
com acidos nucléicos, tal como RNA mensageiro, que codificam apolipopro-
teinaB. A modulagé@o preferiveimente resulta na inibicdo da expressédo de
apolipoproteina B, isto &, conduz a uma diminuigdo no nimero de proteinas
funcionais produzidas.

A Figura 1 demonstra que siRNA e oligonucleotideos anti-
sentido de fita unica compreendendo analogos de nucleotideo LNA sdo po-
tentes na mesma faixa nano molar in vitro. Entretanto, in vivo os oligonucleo-
tideos LNA anti-sentido de 16-mer da invengdo sdo superiores a ambos,
siRNA conjugado com colesterol e ndo-modificado.

As Figuras 2A e 2B mostram oligonucleotideos LNA da invencgido
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que séo até 8 vezes mais potentes que siRNA conjugado com colesterila in
vivo (cfr.). Oligonucleotideos LNA diminuiram colesterol total em plasma de
camundongo enquanto tratamento com siRNA nao (Figura 3). Além disso,
oligonucleotideos LNA sdo mais bioestaveis que siRNA.

Compostos oligoméricos, que modulam expressdo do alvo, sdo
identificados atraveés de experimentacao ou através de desenho racional ba-
seado em informag¢ao de seqliéncia sobre o alvo e conhecimento de como
melhor desenhar um composto oligonucleotideo contra um desejado alvo. As
sequéncias destes compostos sdo modalidades preferidas da inveng¢éo. Da
mesma maneira, os motivos de sequéncias no alvo ao qual estes compostos
oligoméricos preferidos sdo complementares (referidos como "pontos quen-
tes") sao preferidos sitios para serem alivo.

Compostos oligoméricos e compostos oligonucleotideos

Os termos "composto oligomérico”, que sdo usados intercambia-
velmente com o termo "oligonucleotideo”, "oligo”, e "composto oligonucleoti-
deo", referem-se, no contexto da presente invengéo, a um oligbmero, isto é,
um polimero de acido nucléico (por exemplo, acido ribonucléico (RNA) ou
acido desoxirribonucléico (DNA)) ou anélogo de acido nucléico daqueles co-
nhecidos na técnica, preferivelmente acido nucléico fechado (locked) (LNA),
ou uma mistura dos mesmos). Este termo inclui oligonucleotideos compos-
tos por nucleo-bases ocorrendo naturalmente, aglcares e ligagdes internu-
cleosideo (cadeia principal) assim como oligonucleotideos tendo porcdes
ocorrendo nao-naturalmente que funcionam similarmente ou com especificas
fungbes aperfeicoadas. Oligonucleotideos modificados ou substituidos inteira
ou parcialmente sao frequentemente preferidos sobre formas nativas-devido
a varias desejaveis propriedades de tais oligonucleotideos, tal como, por
exe'mplo, a habilidade de penetrar uma membrana de célula, boa resisténcia
a nucleases extra e intracelulares, alta afinidade e especificidade para o alvo
acido nucléico. O andlogo de LNA ¢é particularmente preferido, por exemplo,
com relagao as propriedades mencionadas acima. Por isso, em uma modali-
dade altamente preferivel, os termos "composto oligomérico", "oligonucleoti-

deo", "oligo" e "composto oligonucleotideo" de acordo com a invengdo, sdao
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compostos que sdo construidos por ambas unidades de analogos de nucleo-
tideos e nucleotideos, tais como unidades de LNA para formacdo de um
composto polimeérico de entre 12-50 nucleotideos/analogos de nucleotideos
(oligbmero).

Pelo termo "unidade" é entendido um monémero.

Os compostos oligoméricos da invengao sdo capazes de hibridi-
zarem tanto para a fita de RNA(s) mensageiro de apolipoproteina B e/ou a
de DNA de apolipoproteina B (Apo-B) de mamifero sentido ou complemen-
tar. Acesso NCBI N° NM_000384 prové uma sequéncia de mRNA para apo-
lipoproteina B humana. E altamente preferivel que o composto oligomérico
da invengdo seja capaz de hibridizar para a apolipoproteina humana codifi-
cada pelo acido nucléico mostrado em acesso NCBI N2 NM_000384, ou seu
complemento reverso, incluindo em uma modalidade preferida, alvos acido
nucléico mRNA derivados da dita apolipoproteina humana.

Em uma modalidade preferida, os oligonucleotideos sdo capa-
zes de hibrizarem contra o acido nucléico alvo, tal como um mRNA ApoB,
para formar um duplex co‘m uma Tm de pelo menos 37°C, tal como pelo me-
nos 40°C, pelo menos 50°C, pelo menos 55°C, ou pelo menos 60°C. Em um
aspecto a Tm esta entre 37°C e 80°C, tal como entre 50 e 70°C.

Medicdo de T

Uma solugdao 3 uM do composto em fosfato de sodio 10 mM/
NaCl 100 mM/EDTA 0,1 nM, pH 7,0 é misturada com seu oligonucleotideo
RNA ou DNA complemento em uma concentragdo de 3 uM em fosfato de
sodio 10 mM/NaCl 100 mM/EDTA 0,1 nM, pH 7,0 a 90°C por um minuto e
deixado resfriar para temperatura ambiente. A curva de fusdo do duplex é

entdo determinada através de medigao de absorbancia em 260 nm com uma
taxa de aquecimento de 1°C/minuto na faixa de 25 a 95°C. A T, é medida
como o maximo do primeiro derivado da curva de fuséo.

Os compostos oligoméricos sao preferivelmente compostos oli-
goméricos anti-sentido, também referidos como ‘oligonucleotideos anti-
sentido' e 'inibidores anti-sentido'.

Tais inibidores anti-sentido, sdo compostos que compreendem
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sequéncias de nucleotideos/analogos de nucleotideos complementares para
o acido nucléico alvo, e podem tomar a forma de "siRNA", "miRNA", "ribozi-
mas", "oligozimas". Entretanto, preferivelmente, os inibidores anti-sentido
sao oligonucleotideos de fita Unica. Os oligonucleotideos de fita Gnica sdo
preferivelmente complementares a correspondente regido do acido nucléico
alvo.

Tipicamente, oligonucleotideos 'anti-sentido' de fita tnica intera-
gem especificamente com o0 mRNA do gene alvo, causando degradacéo al-
vejada do mRNA, por exemplo, via 0 mecanismo RnaseH, ou de outro modo
prevenindo tradugao.

Em uma modalidade, o composto oligomérico de acordo com a
invengé@o pode alvejar o DNA codificando ApoB de mamifero, tal como a fita
de DNA sentido ou anti-sentido. siRNAs sdo conhecidos serem capazes de
interagirem com DNA alvo.

O composto oligomérico de acordo com a invengdo preferivel-
mente compreende pelo menos trés analogos de nucleotideos. Os pelo me-
nos trés analogos de nucleotideos sao preferivelmente analogos de nucleo-
tideos acido nucléico fechado, e o composto oligomérico que compreende
tais analogos de nucleotideos sdo aqui referidos como "composto oligoméri-
co LNA", "composto oligonucleotideo LNA" e "oligonucleotideo LNA".

Apropriadamente, os termos "composto oligonucleotideo", "com-
posto oligomérico”, "composto oligomérico LNA", de acordo com a invengéo,
sao oligonucleotideos, como aqui definidos, que podem induzir um desejado
efeito terapéutico em seres humanos através de, por exemplo, ligacéo atra-
vés de ligagao de hidrogénio a um &cido nucléico alvo.

A inveng@o é direcionada a um composto oligomérico, tal como
um oligonucleotideo, consistindo em 8-50, tal como 10-50, em particular 12-
50 ou 12-25, nucleotideos e/ou analogos de nucleotideos, onde o dito com-
posto compreende uma subsequéncia de pelo menos 8, por exemplo, pelo
menos 10, tal como pelo menos 12, tal como pelo menos 14, tal como pelo.
menos 15, tal como 14, 15, 16 ou 17, nucleotideos ou analogos de nucleoti-
deos, a dita subseqiéncia estando IoCalizada dentro (isto é, correspondendo
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a) uma seqliéncia da seqléncia alvo de acido nucléico, Apo-B100 e/ou Apo-
B48. Os anéalogos de nucleotideos sdao analogos de seus respectivos nucleo-
tideos das sequéncias de SEQ ID NOS: 2-26, em particular SEQ ID NOS: 2,
3, 10, 11 e 21. Assim, a subsequéncia do composto da invengao estéa locali-
zada dentro (isto e, corresponde a) uma seqléncia selecionada do grupo
consistindo em SEQ ID NOS: 2-26, em particular SEQ ID NOS: 2, 3, 10, 11 e
21, ou compreende analogos dos nucleotideos dentro da seqiéncia de SEQ
ID NOS: 2-26, em particular SEQ ID NO: 2, 3, 10, 11, e 21.

Grupos preferidos de seqléncias nos quais a subseqiiéncia do
composto esta localizada dentro (ou a subseqiiéncia compreende anélogos
dos nucleotideos dentro) incluem SEQ ID NO: 2 & 3; SEQ ID NO: 2 & 3;
SEQ ID NO: 10 & 11; SEQ ID NO: 21.

Em uma modalidade, o grupo de sequéncias no qual a subse-
quéncia do composto esta localizada dentro (ou a subseqiiéncia compreen-
de analogos dos nucleotideos dentro) SEQ ID NO: 3.

Em uma modalidade, o grupo de sequéncias no qual a subse-
quéncia do composto esté localizado dentro (ou a subseqliéncia compreen-
de analogos dos nucleotideos dentro) uma seqliéncia selecionada do grupo
consistindo em: SEQ ID NO: 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
27, 28, 48 e 50.

Em uma modalidade interessante, o composto da invengéo com-
preende de 8-50 nucleotideos, onde o dito composto compreende uma sub-
sequéncia de pelo menos 8 nucleotideos, a dita subseqiiéncia sendo locali-
zada dentro de uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
NO: 2 e 3, onde pelo menos um nucleotideo é substituido com um corres-
pondente analogo de nucleotideo e onde a extremidade 3' compreende nu-
cleotideo, antes que um anélogo de nucleotideo.

Em modalidades do composto da invengdo compreendendo de
8-50 nucleotideos, onde o dito composto compreende uma subseqtiéncia de
pelo menos 8 nucleotideos, a dita subseqliéncia estando localizada dentro
de suma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 2 e
3 e os ditos nucleotideos compreendendo analogos de nucleotideos LNA, a
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subsequéncia tipicamente pode compreender uma extensdo de 2-6 LNAs,
como aqui definido, seguida por uma extensao de 4-12 nucleotideos, que é
seguida por uma extensao de 2-6 LNAs, como aqui definida.

Os termos ‘localizado dentro" e "correspondendo a'/"corres-
ponde a" referem-se a comparagao entre a seqiiéncia combinada de nucleo-
tideos e analogos de nucleotideos do composto oligomérico da invencgéo, ou
sua subseqliéncia, e a seqiiéncia de nucleotideos equivalente de i) o com-
plemento reverso da sequéncia de acidos nucléicos de Apolipoproteina B
(isto é, o alvo acido nucléico), e/ou ii) a seqliéncia de nucleotideos provida
no grupo consistindo em SEQ ID NOS: 2-26, 59-67 respectivamente (isto &,
um motivo de seqiiéncia), ou em uma modalidade os seus complementos
reversos. Analogos de nucleotideos sdo comparados diretamente a seus
nucleotideos equivalentes. |

A subseqiiéncia pode compreender pelo menos 8, tal como pelo
menos 9, tal como pelo menos 10, tal como pelo menos 11, tal como pelo
menos 12, tal como pelo menos 13, tal como pelo menos 14, tal como pelo
menos 15, tal como pelo menos 16, tal como pelo menos 17, tal como pelo
menos 18, tal como pelo menos 19, ou pelo menos 20 nucleotideos ou ana-
logos de nucleotideos que correspondem a um.nimero equivalente de nu-
cleotideos consecutivos presentes em um &acido nucléico selecionado 'do
grupo consistindo em: SEQ ID NOS: 63, 64, 65, 66 ,67 e 68. (Ver Figura 7).

Preferivelmente, pelo menos 3 analogos de nucleotideos estéo
localizados dentro da dita subsequéncia, opcionalmente como uma sequén-
cia consecutiva de pelo menos 3 analogos de nucleotideos, tal como uma
sequéncia consecutiva de 3, 4, 5 ou 6 analogos de nucleotideos.

Em uma modalidade preferida o composto oligomérico consiste
somente em uma subseq[]éncia, isto é, a inteira seqliéncia do composto oli-
gomérico é encontrada na correspondente sequéncia, tal como uma se-
guéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 2-26 e 59-62.

Preferivelmente, ndo existem nucleotideos ou andlogos de nu-
cleotideos que formam um desemparelhamento quando correlacionados a
correspondente regiao da sequéncia élvo de ApoB, isto é, todos os nucleoti-
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deos e analogos de nucleotideos presentes no oligdbmero da invengédo séo
Capazes de formarem emparelhamento de bases consecutivos com a se-
guéncia alvo de acido nucléico de ApoB.

Entretanto, em uma modalidade pode existir um desemparelha-
mento ou dois desemparelhamentos dentro de uma subsequéncia e a se-
quéncia alvo de acido nucléico. Quando ocorrem desemparelhamentos, po-
de ser preferido que eles ndo estejam presentes entre um analogo de nucle-
otideo e a sequéncia alvo.

Entretanto, em um 'gap' de um 'gapmer', que seja capaz de re- .

crutar RnaseH, desemparelhamentos podem conduzir a perda da habilidade

para recrutar RnaseH. Tipicamente, 5 ou 6 nucleotideos complementares
sao0 requeridos para assegurar suficiente atividade de RnaseH.

Em uma modalidade preferivel o composto oligonucleotideo de

acordo com a invencao compreende uma sequléncia que corresponde a SEQ

ID NO 59 e/ou SEQ 1D NO 60, onde a dita subseqléncia pode, opcionalmen-
te, compreender um ou.dois desemparelhamentos.

Em uma modalidade, o composto oligonucleotideo de acordo
com a invengao compreende uma sequéncia que corresponde a SEQ ID NO:
61 e/ou 62, onde a dita subsequéncia pode, opcionalmente, compreender
um ou dois desemparelhamentos.

"~ Em uma modalidade preferivel da invengdo, a subsequéncia
compreende pelo menos 8, tal como pelo menos 10, ou pelo menos 12, tal
como pelo menos 14, tal como 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos ou
analogos de nucleotideos que estdo localizados dentro (isto é, correspon-
dendo a) do numero equivalente de nucleotideos consecutivos em SEQ ID
NO: 63, onde a dita subsequéncia pode, opcionalmente, compreender um ou
dois desemparelhamentos.

Ainda em modalidades da invengao, a subseqiiéncia compreen-
de pelo menos 8, tal como pelo menos 10, ou pelo menos 12, tal como pelo
menos 14, tal como entre 14 e 20, tal como 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 nu-
cleotideos ou analogos de nucleotideos que estéo localizados dentro (isto &,

correspondendo a) do numero equivalente de nucleotideos consecutivos em
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uma sequéncia de nucleotideos selecionada do grupo consistindo em SEQ
ID NO: 64, 65, 66, 67 e 68, onde a dita subseqiiéncia pode, opcionalmente,
compreender um ou dois desemparelhamentos.

Em uma modalidade, o composto oligomérico de acordo com a
invengao é um oligonucleotideo de fita dupla, onde cada fita compreende (ou
consiste em) um total de 16-30 nucleotideos e/ou analogos de nucleotideos.
Deve ser entendido que uma fita do complexo de fita dupla (oligonucleoti-
deo) corresponde ao composto oligonucleotideo aqui definido, e que a outra
fita € um oligonucleotideo tendo uma sequéncia complementar.

O total de, por exemplo, 8-50 nucleotideos e/ou analogos de nu-

cleotideos é pretendido significar 8-50 nucleotideos ou 8-50 analogos de

nucleotideos ou uma combinagdo dos mesmos ndo excedendo um total
combinado de 50 unidades nucleosideos.

Os compostos preferiveimente consistem em 12-25 nucleotideos
ou analogos de nucleotideos, tal como 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, ou 24 nucleotideos ou analogos de nucleotideos, tal como entre 15 e 22
nucleotideos ou analogos de nucleotideos, tal como entre 14 e 18 nucleoti-
deos ou analogos de nucleotideos, mais preferido 15 ou 16 nucleotideos ou
analogos de nucleotideos.

No presente contexto, os termos "nucleosideo” e "nucleotideo"
sao usados em seu significado normal. Por exemplo, ele contém uma unida-
de 2-desoxirribose que é ligada através de seu carbono nimero um a uma
das bases nitrogenadas adenina (A), citosina (C), timina (T) ou guanina (G).

Em uma maneira similar, o termo “nucleotideo" significa, por e-
Xemplo, em uma modalidade preferida quando relacionado ao composto da
invengao o termo "nucleotideo” refere-se a uma unidade 2-desoxirribose que
é ligada através de seu atomo de carbono nimero um a uma das bases ni-
trogenada adenina (A), citosina (C), timina (T) ou guanina (G), e que ¢é ligada
através de seu atomo de carbono nimero cinco a um fosfato internucleosi-
deo (ou em uma modalidade um equivalente, tal como um grupo fosforotioa-
to), ou a um grupo terminal. Um nucleotideo também pode, por exemplo, em

uma modalidade compreender uma unidade ribose, tal como um nucleotideo
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RNA.

Quando aqui usado, o termo "analogo de nucleotideo" refere-se
a um nucleotideo ocorrendo nao-natural, por exemplo, em uma modalidade
preferida, tanto a unidade ribose é diferente de 2-desoxirribose e/ou a base
nitrogenada ¢é diferente de A, C, T e G e/ou o grupo de ligagéo fosfato inter-
nucleosideo é diferente. Exemplos especificos de analogos de nucleosideos
sao descrités, por exemplo, em Freier & Altmann; Nucl. Acid Res., 1997, 25,
4429-4443, e Uhlmann; Curr. Opinion in Drug Development, 2000, 3(2), 293-
213, e em Esquemas 1.

Os termos "correspondente nucleosideo/andlogo de nucleotideo"
e "correspondente nucleosideo/nucleotideo” sdo pretendidos indicar que a
base nitrogenada no nucleosideo/andlogo de nucleotideo e 'o nucleosi-
deo/nucleotideo é idéntica. Por exemplo, quando a unidade 2-desoxirribose
do nucleotideo esta ligada a uma adenina, o "correspondente analogo nu-
cleosideo" contém uma unidade pentose (diferente de 2-desoxirribose) liga-
da a uma adenina. '

O termo "acido nucléico" é definido como uma molécula formada

por uma ligacéo covalente de dois ou mais nucleotideos. Os termos "acido

nucléico" e "polinucleotideo” sdo aqui usados intercambiavelmente. Por e-
xemplo, DNA e RNA s&o 4cidos nucléicos.

O termo "analogo de acido nucléico" refere-se a um composto
ligando acido nucléico ocorrendo nao-naturalmente, isto €, em uma modali-
dade preferida um composto, tal como uma sequéncia de pelo menos um
nucleotideo e pelo menos um analogo de nucleotideo, tal como uma unidade
LNA. Tais compostos nédo sdo encontrados naturalmente dentro do organis-
mo mamifero (ou, em uma modalidade ndo foram publicamente conhecidos
serem encontrados dentro de organismo mamifero no momento da inven-
¢ao).

Uma andlogo de nucleotideo preferido é LNA, tal como beta-D-
Oxi-LNA, alfa-L-0xi-LNA, beta-D-amino-LNA e beta-D-tio-LNA, mais preferido
beta-D-Oxi-LNA. Os compostos da invencgao .séo tipicamente aqueles onde
os ditos nucleotideos compreendem um grupo de ligagdo selecionado do
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grupo consistindo em um grupo fosfato, um grupo fosforotioato, e um grupo
boranofosfato, a ligagédo internucleosideo pode ser -O-P(0),-O-, -O-P(O,S)-
O-, em particular um grupo fosfato e/ou um grupo fosforotioato. Em uma mo-
dalidade particular, todos os nucleotideos compreendem um grupo fosforoti-
oato. Em uma modalidade, alguns ou todos os nucleotideos sio ligados uns
aos outros por meio de um grupo fosforotioato. Apropriadamente, todos os
nucleotideos s&o ligados uns aos outros por meio de um grupo fosforotioato.

Os nucleotideos sdo tipicamente ligados uns aos outros por
meio do grupo de ligacao.

Anélogos de nucleotideos e analogos de acidos nucléicos sdo
descritos em, por exemplo, Freier & AItmann. (Nucl. Acid Res., 1997, 25,
4429-4443) e Uhlmann (Curr. Opinion in Drug & Development (2000, 3(2):
293-213). Esquemas 1 e 2 ilustram exemplos selecionados de analogos de
nucleotideos apropriados para obtengao de acidos nucléicos:
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Esquema 1
—P—s _' -0 -0 =
5 0=L-0 P o \\\0/ 0 1§ o
Fosforotioato 2'-O-Metila 2' MOE 2'-Fldor
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O %
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2
2-AP ~ HNA CeNA PNA
3
Oy k_v k_? %—7
N N
AR e i
Morfolino 2 F-ANA OH 3'-Fosforamidato

2'-(3-hidréxi)propila

O=P-BHj’
Boranofosfatos
Em uma modalidade interessante, os compostos compreendem

de 3-12 analogos de nucleotideos, por exemplo, 6 ou 7 analogos de nucleo-
tideos. Nas modalidades mais preferidas, pelo menos um dos ditos analogos
de nucleotideos € um acido nucléico fechado (locked) (LNA), tal como pelo
menos dois, ou pelo menos 3 ou pelo menos 4, ou pelo menos 5, ou pelo
menos 6, ou pelo menos 7, ou pelo menos 8, ou pelo menos 9, ou pelo me-
nos 10, ou pelo menos 11, dos analogos de nucleotideos podem ser LNA,
em uma modalidade todos os analogos de LNA podem ser LNA.

O termo "LNA" refere-se a um analogo de nucleotideo contendo
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um analogo de nucleotideo biciclico, também referido como um monémero
LNA.

O termo "LNA" quando usado no contexto de "oligonucleotideos
LNA" refere-se a um oligonucleotideo contendo um ou mais analogos nucle-

osideos biciclicos. O acido nucléico fechado (LNA) usado nos compostos

oligonucleotideos da invengao tem a estrutura da férmula geral

z
7+
/ X
v B
X e Y séo selecionados independentemente entre os grupos —O-, -S-, -N(H)-,
N(R)-, -CH2 ou —CH- (se parte de uma ligagdo dupla), -CH,-O-, -CH,S-,
-CH2N(H)-, -CH2-CH2 ou —-CH,-CH-(se parte de uma ligacdo dupla),
-CH=CH-, onde R é selecionado de hidrogénio e C;.4 alquila; Z e Z* séo se-
lecionados independentemente entre uma ligagdo internucleosideo, um gru-
po terminal ou um grupo de potec¢éo; B constitui uma nucleobase natural ou
nao-natural; e os grupos assimétricos podem ser encontrados em qualquer
orientagao.
Preferivelmente, o acido nucléico fechado (LNA) usado no com-
posto oligonucleotideo da invengdao compreende pelo menos uma unidade
acido nuciéico fechado (LNA) de acordo com qualquer uma das férmulas

35, 2,

onde Y é -O-, -S-, -NH-, ou N(R™); Z e Z* sdo selecionados independente-
mente entre uma ligagao internucleosideo, um grupo terminal ou um grupo
de protecdo; B constitui uma nucleobase natural ou ndo-natural, e R™ é sele-
cionado de hidrogénio e C;.4 alquila.

Preferivelmente, o acido nucléico fechado (LNA) usado no com-
posto oligonucleotideo da invengdo compreende ligagdes internucleosideo
selecionadas do grupo- consistindo em- -O-P(0),-O-, -O-P(0O,S)-O-, -O-



18

P(S)2-O-, -S-P(0).-0-, -S-P(0,S)-0-, -S-P(S),-0-, -0-P(0),-S-, -0-P(0,S)-S-,-
-S-P(0)2-S-, -O-PO(R"™)-O-, O-PO(OCH3)-O-, -O-PO(NR™-O-, -O-PO (O-
CH,CH,S-R)-O-, -O-PO(BHj;)-O-, -O-PO(NHR™)-O-, -O-P(0),-NR"-, -NR"-
P(0)2-0-, -NR™-CO-0-, onde R" ¢ selecionado de hidrogénio' e Ci4 alquila.

5 Como estabelecido, em uma modalidade interessante da inven-
¢do, os compostos oligonucleotideos contém pelo menos uma unidade de
quimica chamada LNA (acido nucléico fechado)

Unidades LNA especificamente preferidas sao mostradas em

esquema 2.
10 Esquema 2

N B o B
lij 2>

. Z*

| J 0

o-L-0xi-LNA

B-D-6xi-LNA

ZMB
O
4 S

B-D-tio-LNA

Z*
B
@)
~VNinH
7 NR

B-D-amino-LNA

/

O termo "tio-LNA" compreende um nucleotideo fechado no qual
pelo menos um de X e Y na férmula geral acima é selecionado de S ou
-CHa-S-. Tio-LNA pode estar em ambas configuragdes beta-D e alfa-L.
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O termo "amino-LNA" compreende um nucleotideo fechado no
qual pelo menos um de X ou Y na férmula geral acima -N(H)-, N(R)-, CH,-
N(R)- onde R é selecionado de hidrogénio e C,.4 alquila. Amino-LNA pode
estar em ambas configuragdes beta-D e alfa-L.

O termo "6xi-LNA" compreende um nucleotideo fechado no qual
pelo menos um de X ou Y na férmula geral acima representa -O- ou —CH,-O-
. Oxi-LNA pode estar em ambas configuragbes beta-D e alfa-L.

O termo "ena-LNA" compreende um nucleotideo fechado no qual
Y na férmula geral acima é -CH»-O- (onde o atomo de oxigénio de -CH,-O-
esta ligado a posicdo 2' em relagdo a nucleo base B).

Em uma modalidade preferida LNA é selecionado de beta-D-6xi-
LNA, alfa-L-6xi-LNA, beta-D-amino-LNA e beta-D-tio-LNA, em particular be-
ta-D-Oxi-LNA. Os nucleosideos e/ou LNAs sdo tipicamente ligados juntos por

meio de grupos fosfato e/ou por meio de grupos fosforotioato.

O termo "pelo menos um" compreende os inteiros maiores que
ou iguais a 1, tal como 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21 e assim por diante.

Como aqui usado, o termo "4cido nucléico alvo" abrange DNA
codificando a Apo-B100, RNA (incluindo pré-mRNA e mRNA e mRNA edit)

_ transcrito de tal DNA, e também cADN derivado de tal RNA.

A "proteina alvo" é apolipoproteina B ‘maml'fera, preferivelmentev
apolipoproteina B humana. Sera reconhecido que como ApoB-100 e ApoB-
48 ambas originam da mesma sequliéncia genética, que os compostos oligo-
meéricos de acordo com a invengdo podem ser usados para regulagdo des-
cendente de qualquer, ou ambas as formas de apolipoproteina B, € ambos
mRNA codificando ApoB-100, e a forma editada de RNA, que codifica Apo-
B48. |

Como aqui usado, o termo "gene" significa o gene incluindo é-

xons, introns, regides 5' e 3' ndo-codificantes e elementos reguladores e to-

-das suas variantes correntemente conhecidas e ainda quaisquer variantes,

que possam ser elucidadas.
Como aqui usado, o termo "mRNA" significa o transcrito(s) de
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mRNA presentemente conhecido de um gene alvejado, e ainda quaisquer
transcritos, que possam ser identificados.

Como aqui usado, o termo "modulacdo" significa tanto um au-
mento (estimulagdo) como uma diminuigdo (inibicdo) na expressdao de um
gene. Na presente invencéo, inibicdo é a forma preferida de modulagéo de
expressdo de gene e mRNA é o alvo preferido.

Como aqui usado, o termo "alvejando" um composto anti-sentido
para um particular acido nucléico alvo significa provendo o oligonucleotideo
anti-sentido para a célula, animal ou humana de modo que o composto anti-
sentido seja capaz de se ligar e modular a fungdo de seu alvo pretendido.

Um analogo de nucleotideo preferido é LNA.

Ainda um analogo de nucleotideo preferido é onde a liga¢éo fos-
fato internucleosideo é um fosforotioato.

Ainda um analogo nucleotideo preferido é onde o nucleotideo é
LNA com uma ligagao fosforotioato internucleosideo.

Em uma modalidade interessante, a extremidade 3' do composto
da invengao compreende um nucleotideo, antes que um analogo de nucleo-
tideo. |

Preferivelmente, o composto oligomérico, tal como um oligonu-
cleotideo anti-sentido, de acordo com a invengao compreende pelo menos
uma unidade acido nucléico fechado (LNA), tal como 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10
unidades acido nucléico fechado (LNA), preferiveimente 4 a 9 unidades LNA,
tal como 6-9 unidades LNA, mais preferivelmente 6, 7 ou 8 unidades LNA.
Preferivelmente as unidades LNA compreendem pelo menos uma unidade
beta-D-0xi-LNA tal como 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 unidades beta-D-6xi-LNA. To-
das as unidades LNA podem ser unidades beta-D-Oxi-LNA, embora seja
considerado que os compostos oligoméricos, como o oligonucleotideo anti-
sentido, podem compreender mais de um tipo de unidade LNA. Apropriada-
mente, 0 composto oligomérico pode compreender ambos, beta-D-6xi-LNA e
uma ou mais de uma das seguintes unidades LNA: tio-LNA, amino—LNA,
Oxi-LNA, ena-LNA e/ou alfa-LNA em qualquer das configuracdes D-beta ou
L-alfa ou suas combinagdes.
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Em uma modalidade do composto da invengdo que compreende
analogos nucleotideos, tais como analogos de nucleotideos LNA, a subse-
quéncia tipicamente pode compreender um estiramento de 2-6 analogos de
nucleotideos, tais como analogos de nucleotideos LNA, como aqui definidos,
seguido por um estiramento de 4-12 nucleotideos, que é seguido por um
estiramento de 2-6 analogos de nucleotideos, tais como os analogos de nu-
cleotideos de LNA, como aqui definidos.

Subseqtiéncias compreendendo um estiramento de analogos de
nucleotideos, tais como andlogos de nucleotideos de LNA, seguido por um
estiramento de nucleotideos, seguido por um estiramento de analogos de
nucleotideos LNAs sao conhecidos como gapmers.

Apropriadamente, em uma modalidade de tal "gapmer", a dita
subsequéncia compreende um estiramento de 4 analogos de nucleotideos,
como analogos de nucleotideos LNA, como aqui definidos, seguido por um
estiramento de 8 nucleotideos, que é seguido por um estiramento de 4 ana-
logos de nucleotideos, tais como analogos de nucleotideos LNA como aqui
definidos, opcionalmente com um nucleotideo simples na extremidade 3'.

Ainda em uma modalidade 'gapmer’, a dita subsequiéncia com-
preende um estiramento de 3 andalogos de nucleotideos, tais como analogos
de nucleotideos LNA, como aqui definidos, seguido por um estiramento de 9
nucleotideos, que é seguido por um estiramento de 3 analogos de nucleoti-
deos, tais como andlogos de nucleotideos LNA aqui definidos, opcionalmen-
te com um nucleotideo simples na extremidade 3'. Um tal desenho foi sur-
preendentemente verificado ser muito eficaz.

Ainda em uma modalidade "gapmer", a dita subsequéncia com-
preende um estiramento de 4 analogos de nucleotideos, tais como analogos
de nucleotideos LNA, como aqui definidos, seguido por um estiramento de 8
nucleotideos, que é seguido por um estiramento de 3 analogos de nucleoti-
deos, tais como analogos de nucleotideos LNA como aqui definidos, opcio-
nalmente com um nucleotideo simples na extremidade 3'.

“Preferivelmente, o composto oligomérico, tal como um oligonu-

cleotideo anti-sentido, pode compreender ambas unidades LNA e DNA. Pre-



10

15

20

25

30

22

ferivelmente o total combinado de unidades LNA e DNA esta entre 14-20, tal
como entre 15-18, mais preferivelmente 16 ou 17 unidades LNA/DNA. Prefe-
rivelmente a razdo de LNA para DNA presente no composto oligomérico da
invencao esta entre 0,3 e 1, mais preferivelmente entre 0,4 e 0,9, tal como
entre 0,6 e 0,8.

Preferiveimente o composto oligomérico, tal como oligonucleoti-
deo anti-sentido, de acordo com a invengdao é um gapmer, compreendendo
uma sequéncia de polinucleotideo de formula (5' para 3'), A-B-C (e opcio-
nalmente D), onde; A (regido 5') consiste ou compreende pelo menos uma
unidade LNA, tal como entre 1-6 unidades LNA, preferivelmente entre 2-5
unidades LNA, mais preferivelmente 4 unidades LNA e; B (dominio central),

preferivelmente imediatamente 3' para A, consiste ou compreende pelo me-

- nos uma unidade agucar DNA, tal como 1-12 unidades DNA, preferivelmente
‘entre 4-12 unidades DNA, mais preferivelmente entre 6-10 unidades DNA,

tal como entre 7-9 unidades DNA, mais preferivelmente 8 unidades DNA, e;
C (regiao 3') preferivelrhente imediatamente 3' para B, consiste ou compre-
ende pelo menos uma unidade LNA, tal como entre 1-6 unidades LNA, pre-
ferivelmente entre 2-5 unidades LNA, mais preferivelmente 4 unidades LNA.
Desenhos de gapmer preferidos sdo mostrados no W02004/046160.

Em um oligonucleotideo gapmer, é preferivel que quaisquer de-
semparelhamentos ndo estejam dentro do dominio central (C) acima, que
preferivelmente compreende ou consiste em unidades DNA. Para digestdo
RNAse H é tipicamente verificado pelo menos 5 nucleotideos consecutivos
(ou analogos que sa@o capazes de recrutarem RnaseH para o hibrido oli-
go/alvo) séao requeridos no dominio central. Por isso, para gapmers, onde o
dominio central excede 5 nucleotideos consecutivos, é imaginado que um,
ou possivelmente dois desemparelhamentos podem ser aceitaveis, embora
nao preferivel.

- Em uma modalidade de oligonucleotideos gapmer, pode ser pre-
ferido que quaisquer desemparelhamentos estejam localizados na diregéo
dos termini 5' ou 3' do gapmer. Em uma tal nﬁodalidade, € preferido que em
um oligonucleotideo gapmer que compreende desemparelhamentos com o
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mRNA alvo, que tais desemparelhamentos estejam localizados em regides
5' e/ou 3', e/ou os ditos desemparelhamentos estejam entre a unidade nu-
cleotideo terminal 5' ou 3' do dito oligonucleotideo gapmer e molécula alvo.

Em uma modalidade, dentro do composto oligomérico de acordo
com a invengao, tal como um oligonucleotideo anti-sentido, que compreende
LNA, todos os residuos C LNA sao 5'-metil citosina.

Em uma modalidade particularmente interessante, o composto
tem a férmula 5'-[(LNA)3.4-(DNA/RNA)g.g-(LNA)3-(DNA/RNA),]-3'
onde "LNA" designa um nucleotideo LNA e "DNA" e "RNA" designam um
desoxirribonucleotideo e um ribonucleotideo, respectivamente.

Mais particularmente, o composto pode ser selecionado do gru-
po consistindo em SEQ ID NOS: 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 e 47. Compostos preféridos podem ser seleciona-
dos do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 29, 30, 31, 32, 36, 37, 38, 40, 41
e 42, ou do grupo consistindo em SEQ ID NO: 30 e 31, e/ou do grupo con-
sistindo em SEQ ID NOS: 36, 37 e 38, e/ou do grupo consistindo em SEQ ID
NO: 41 e 42. Correntemente compostos mais preferidos sdo aqueles sele-
cionados do grupo consistindo em SEQ ID NO: 29, 30 e 37.

Apropriadamente, os ditos nucleotideos e/ou ditos LNAs podem
ser ligados por meio de grupos fosfato e/ou grupos fosforotioatos ou suas
combinagdes.

Em uma modalidade, os ditos nucleotideos e/ou ditos LNAs sdo
preferivelmente ligados por meio de grupos fosforotioatos.

Em uma modalidade, a invengdo prové um composto oligonu-
cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO: 29.

Em uma modalidade, a invengao prové um composto oligonu-
cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO: 30.

Em uma modalidade, a invengdao prové um composto oligonu-
cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO: 31.

Em uma modalidade, a invengdo prové um composto oligonu-
cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO: 32.

Em uma modalidade, a invengdo prové um composto oligonu-
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cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invencdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengdao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em-uma modalidade, a invengao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invencdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengdao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengado prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengdao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invencdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invencdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengao prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invencédo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

Em uma modalidade, a invengcdo prové um

cleotideo compreendendo ou consistindo em SEQ ID NO:

33.
composto
34.
composto
35.
composto
36.
composto
37.
composto
38.
composto
39.
composto
40.
composto
41.
composto
42.
composto
43.
composto
44,
composto
45.
composto
46.
composto
47.

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

oligonu-

Em uma modalidade, quando o oligonucleotideo de acordo com

a invengao € um oligonucleotideo RNA, tal como SEQ ID NOS: 48, 49, 50 ou

51, o terminal 3' contém duas unidades ribonucleotideo modificada com 2'-
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O-metila coligadas, imediatamente adjacentes ao ribonucleotideo terminal.
Preparacao de compostos oligonucleotideos

Os blocos de construgdo de analogo de nucleotideo LNA (B-D-
Oxi-LNA, B-D-tio-LNA, B-D-amino-LNA e a-L-6xi-LNA) podem ser preparados
seguindo procedimentos e referéncias publicadas citadas, ver, por exemplo,
WO 03/095467 A1; D.S.-Pedersen, C. Rosenbohm, T. Koch (2002) Prepara-
tion of LNA Phosphoramidites, Synthesis 6, 802-808; M.D. Sorensen, L.
Kvaerno, T. Bryld. A.E. Hakansson, B. Verbeure, G. Gaubert, P. Herdewijn,
J. Wengel (2002) a-L-ribo-configured Locked Nucleic Acid (a-I-LNA): Syn-
thesis and Properties, J.Am. Chem. Soc., 124, 2164-2176; S.K. Singh, R.
Kumar, J. Wengel (1998) Synthesis of Novel Bicyclo[2.2.1]Ribonucleosides:
2'-Amino- and 2'-Thio-LNA Monomeric Nucleosides, J. Org. Chem. 1998, 63,
6078-6079; C. Rosenbohm, S.M. Christensen, M.D. Sorensen, D.S. Peder-
sen, L.E. Larsen, J. Wengel, T. Koch (2003) Synthesis of 2'-amino-LNA: a
new strategy, Org. Biomol. Chem. 1, 655-663; e WO 2004/069991 A2.

Um particular exemplo de um monémero LNA timidina é
(18,3R,4R,7S)-7-hidréxi-1-hidréxi metil-3-(timin-1-il)-2,5-dioxa biciclo[2: 2: 1]
heptano.

Os oligonucleotideos LNA podem ser preparados como descrito
nos Exemplos e nos WO 99/14226, WO 00/56746, WO 00/56748, WO
00/66604, WO 00/125248, WO 02/28875, WO 2002/094250 e WO
03/006475. Assim, os oligonucleotideos LNA podem ser produzidos usando
as técnicas de oligomerizagdo de quimica de acido nucléico bem conhecidas
por aqueles versados na técnica de quimica organica. Geralmente, ciclos de
oligomerizagao padrdao da abordagem fosforamidito (S.L. Beaucage e R.P.
lyer, Tetrahedron, 1993, 49, 6123; S. L. Beaucage € R.P. lyer, Tetrahedron,
1992, 48, 2223) sao usados, mas, por exemplo, quimica H-fosfonato, quimi-
ca fosfotriéster também podem ser usadas.

Para alguns mondémeros, tempo de acoplamento mais longo,
e/ou repetidos acoplamentos e/ou uso de reagentes de acoplamento mais
concentrados pode ser necessario ou benéfico.

Os fosforamiditos empregados acoplam tipicamente com satisfa-
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torios rendimentos em etapas de >95%. Oxidag&do do fosforoso (lll) a fosfo-
roso (V) é normalmente feita com por exempl o, iodo/piridina/H.0. Isto rende
apos desprotec¢ao a ligagao internucleosideo fosforo diéster nativa. No caso
de uma ligacdo internucleosideo fosforotioato ser preparada uma etapa de
tiolagado é realizada através de troca de oxidagdo normal, por exemplo, io-
do/piridina/H,O usada para sintese de ligagbes internucleosideo fésforo di-
éster com uma oxidagdo usando o reagente ADTT (hidreto de xantano (0,01
M em acetonitrila : piridina 9: 1; v/v)). Outros reagentes de tiolagdo também
sao possiveis de serem usados, tal como Beaucage e PADS. Os oligonucle-
otideos LNA fosforotioato foram eficientemente sintetizados com rendimen-
tos de acoplamento em etapas >=98%.

Oligonucleotideos LNA compreendendo B-D-amino-LNA, B-D-tio-
LNA, e/ou a-L-LNA também podem ser eficientemente sintetizados com ren-
dimentos de acoplamento em etapas > 98% usando os procedimentos fosfo-
ramidito.

Purificagdo de oligonucleotideos LNA pode ser realizada usando
cartuchos de purificacdo de fase reversa descartaveis e/ou HPLC de fase
reversa e/ou precipitagcao a partif de etanol ou butanol. Eletroforese de gel
capilar, HPLC de fase reversa, MALDI-MS, e ESI-MS foram usados para
verificar a pureza dos oligonucleotideos LNA sintetizados. Sais

Os oligonucleotideos LNA podem ser empregados em uma vari-
edade de sais farmaceuticamente aceitaveis. Como aqui usado, o termo re-
fere-se a sais que retém a desejada atividade bioldgica do oligonucleotideo
LNA e exibem minimos efeitos tbxicolégicos indesejados. Exemplos de nao-
limitantes de tais sais podem ser formados com aminoacidos orgéanicos e
sais de adicao de base formados com cations metalicos tais como zinco,
calcio, bismuto, béario, magnésio, aluminio, cobre, cobalto, niquel, cadmio,
sodio, potassio e semelhantes, ou com um cation formado a partir de amé-
nia, N,N-dibenzil etileno diamina, D-glucosamina, tetra etil aménio, ou etile-
nodiamina; ou combinagdes, por exemplo, um sal tanato de zinco ou seme-
lhantes.

Tais sais sdo formados, a partir de oligonucleotideos LNA que
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possuem grupo fosforo diéster e/ou grupos fosforotioato, e sdo, por exemplo,
sais com bases apropriadas. Estes sais incluem, por exemplo, sais de me-
tais ndo-tdxicos que sado derivados de metais de grupos la, Ib, lla, e llb do
Sistema Periédico dos Elementos, em particular sais de metais alcalinos a-
propriados, por exemplo, sais de litio, soido ou potassio, ou sais de metais
alcalino-terrosos, por exemplo, sais de magnésio ou calcio. Eles além disso
incluem sais de zinco e aménio e também sais que sdo formados com apro-
priadas aminas orgénicas, tais como mono-, di- ou trialquil aminas néo-
substituidas ou substituidas com hidroxila, em particular mono-, di- ou trial-
quil aminas, ou com compostos aménio quaternarios, por exemplo, com N-
metil-N-etil amina, dietilamina, trietilamina, mono-, bis- ou tris-(2-hidroxi alquil
inferior) aminas, tais como mono-, bis- ou tris-(2-hidréxi etil) amina, 2-hidréxi-
t-butil amina ou tris(hidréxi metil) metil amina, N,N-d-alquil inferior-N-(hidroxi
alquil inferior) aminas, tais como N,N-dimetil-N-(2-hidroxi etil) amina ou tri(2-
hidroxi etil) amina, ou N-metil-D-glucamina, ou compostos de aménio qua-
ternario como sais de tetra butil aménio. Sais de litio, sais de sédio, sais de
magnésio, sais de zinco ou sais de potassio sdo preferidos, com sais de sé-
dio sendo particularmente preferidos.
Pré-drogas

Em uma modalidade, o oligonucleotideo LNA pode estar na for-
ma de uma proé-droga. Oligonucleotideos sdo por virtude ions carregados
negativamente. Devido a natureza lipofilica de membranas de células, a to-
mada celular de oligonucleotideos é reduzida comparada a eqUivaIentes
neutros ou lipofilicos. Este "impedimento" de polaridade pode ser evitado
através do uso de abordagem de pré-droga (ver, por exemplo, Crooke, R.M.
(1998) em Crooke, S.T. Antisense research and Application. Springer-Verlag,
Berlin, Germany, vol. 131, pp. 103-140). Nesta abordagem, os oligonucleoti-
deos LNA s&o preparados em uma maneira protegida de modo que os oligo-
nucleotideos LNA s@o neutros quando administrados. Estes grupos de pro-
tecdo sdo desenhados de modo que eles podem ser removidos quando o
oligonucleotideo LNA é tomado pelas células. Exemplos de tais grupos de
protecdo sdo S-acetil tioetila (SATE) bu S-pivaloil tio etila (t-butil-SATE). Es-
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tes grupos de protecdo séo resistentes a nuclease e sado seletivamente re--
movidos intracelularmente.
Conjugados

Ainda um aspecto da invengédo refere-se a um conjugado com-
preendendo o composto como definido aqui pelo menos uma metade néao-
nucleotideo ou n&do-polinucleotideo ligada covalentemente ao dito composto.

Em um aspecto relacionado da invengdo, o composto da inven-
¢ao e ligado a ligantes de modo a formar um conjugado, os ditos ligantes
pretendidos para aumento de tomada celular do conjugado em relagdo aos
oligonucleotideos anti-sentido.

Os compostos ou conjugados da invengdo também podem ser
conjugados ou ainda conjugados a substancias drogas ativas, por exemplo,
aspirina, ibuprofeno, uma droga sulfa, um agente de diminuigdo de coleste-
rol, um agente antidiabético, um agente antibacteriano, um agente quimiote-
rapéutico, ou um antibidtico.

No presente contexto, o termo "conjugado” é pretendido indicar
uma molécula heterogénea formada através de ligagdo covalente de um oli-
gonucleotideo LNA como aqui descrito (isto €, um composto compreendendo
uma seqiéncia de nucleosideos e analogos de nucleosideos LNA) a uma ou
mais metades nao-nucleotideos ou ndo-polinucleotideo.

Assim, os oligonucleotideos LNA podem, por exemplo, ser con-
jugados ou formarem quimera com metades ndo-nucleotideo ou n&o-
polinucleotideo incluindo acidos nucléicos peptideo (PNA), proteinas (por
exemplo, anticorpos para uma proteina alvo), macromoléculas, substancias
drogas de baixo peso molecular, cadeias de acidos graxos, residuos de agu-
car, glicoproteinas, polimeros (por exemplo, polietileno glicol), grupos de
formagéo de micelas, anticorpos, carboidratos, grupos de ligagdo de recep-

tor, esterdides como colesterol, polipeptideos, agentes intercalantes como

um derivado de acridina, um alcool de cadeia longa, um dendrimero, um fos-
folipideo, e outros grupos lipofilicos ou suas combinagdes, etc., justo como
os oligonucleotideos podem ser arranjados em estruturas diméricas ou den-
driticas. Os oligonucleotideos LNA ou conjugados também podem ser conju-
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gados ou ainda conjugados a substancias drogas ativas, por exemplo, aspi-
rina, ibuprofeno, uma droga sulfa, um antidiabético, um agente antibacteria-
no, um composto quimioterapéutico ou um antibidtico.

Conjugacao desta maneira confere propriedades vantajosas com
relagdo as caracteristicas farmaco-cinéticas dos oligonucleotideos LNA. Em
particular, conjugagao desta maneira obtém aumentada tomada celular.

Em uma modalidade, um oligonucleotideo LNA é ligado a ligan-
tes de modo a formar um conjugado, os ditos ligantes pretendidos para au-
mento de tomada celular do conjugado em relagdo aos oligonucleotideos
LNA anti-sentido. Esta conjugagao pode ocorrer nas posigoes terminais 5'/3'-
OH, mas os ligantes também podem tomar lugar nos agticares e/ou as ba-
ses. Em particular, o fator de crescimento ao qual o oligonucleotideo LNA
anti-sentido pode ser conjugado, pode compreénder transferrina ou folato.
Complexos de transferrina — polilisina — oligonucleotideo ou complexos de
folato — polilisina — oligonucleotideo podem ser preparados para tomada por
células expressando altos niveis de receptor transferrina ou folato. Outros
exemplos de conjugados/ligantes sdo metades colesterol, intercaladores du-
plex como acridina, poli-L-lisina, "capeamento de extremidade" com um ou
mais grupos de ligagcao resistentes a nuclease como fésforo mono tioato, e
semelhantes.

A preparacdao de complexos de transferrina como veiculos de
tomada de oligdnucleotideo em células é descrita por Wagner et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990). Liberagao cellular de conjugados
de float — macromolécula via endocitose de receptor de float, incluindo libe-
racao de um oligonucleotideo anti-sentido, é descrita por Low et al., Patente
US 5 108 921. Ver também, Leamon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 5572
(1991). |
Composicao Farmacéutica

Um aspecto particularmente interessante da invengao é direcio-
nado a uma composi¢do farmacéutica compreendendo um composto como
aqui definido ou um conjugado como aqui definido, € um diluente, veiculo ou

adjuvante farmaceuticamente aceitavel. Em uma modalidade particularmente
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interessante, a composi¢cdo farmacéutica é adaptada para administracdo
oral.

Instrugbes para a preparagdo de composicdes farmacéuticas
podem ser encontradas em "Remington: The Science and Practice of Phar-
macey" por Alfonso R. Gennaro, e no que se segue.

Deve ser entendido que a presente invengédo também é particu-
larmente relevante para uma composi¢cdo farmacéutica, que compreende
pelo menos uma construgdo de oligonucleotideo anti-sentido da invencgéo
como um ingrediente ativo. Deve ser entendido que a composicéo farmacéu-
tica de acordo com a invencdo opcionalmente compreende um veiculo far-
maceéutico, e que a composigcao farmacéutica opcionalmente ainda compre-
ende compostos anti-sentido, agentes quimioterapéuticos, agentes de dimi-

nui¢cao de colesterol, compostos antiinflamatérios, compostos antivirais, e/ou

compostos de imunomodulagéo.

Como estabelecido, a composi¢do farmacéutica da invencéo
ainda pode compreender pelo menos um composto terapéutico/profilatico. O
composto é tipicamente selecionado do grupo consistindo em resinas de
sequestro de sal de bile (por exemplo, colestiramina, colestipol e cloridrato
de colesevelam), inibidores de HMGCoA-redutase (por exemplo, lovastatina,
cerivastatina, prevastatina, atorvastatina, simvastatina, e fluvastatina), acido
nicotinico, derivados de &cido fibrico (por exemplo, clofibrato, gemfibrozil,
fenofibrato, bezafibrato, e ciprofibrato), probucol, neomicina, dextrotiroxina,
ésteres de estanol de planta, inibidores de absor¢do decolesterol (por exem-
plo, ezetimibe), implitapide, inibidores de transportadores de acido de bile
(transportadores de acido de bile dependentes de sédio apical), reguladores
de CYP7a hepatico, terapéuticos de substituicdo de estrogénio (por exem-
plo, tamoxifen), e antiinflamatorios (por exemplo, glucocorticéides).

O composto oligonucleotideo ou conjugado compreendido nesta
invencao pode ser empregado em uma variedade de sais farmaceuticamen-
te aceitaveis. Como usado aqui, o termo refere-se a sais que retém a dese-
jada atividade bioldgica dos compostos aqui identificados e exibem minimos
indesejados efeitos toxicoldgicos, cf. "Conjugados”.
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Em uma modalidade da inveng¢do, o composto ou conjugado oli-
gonucleotideo pode estar na forma de uma pré-droga, cf. "Pro-drogas”.

A invengéo também inclui a formulagdo de um ou mais composto
ou conjugado oligonucleotideo como aqui mostrado. Agentes de ligacdo e
adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis podem compreender parte da dro-
ga formulada. Capsulas, comprimidos e pilulas, etc., podem conter por e-
xemplo os seguintes compostos: celulose microcristalina, goma ou gelatina
como ligantes; amido ou lactose como excipientes; estearatos como lubrifi-
cantes; varios agentes adogantes ou aromatizantes. Para céapsulas a unida-
de de dosagem pode conter um veiculo liquido como dleos graxos. Da
mesma maneira revestimentos de agucar ou agentes entéricos podem ser
parte da dosagem unitaria. As formulagdes de oligonucleotideos também
podem ser emulsGes dos ingredientes farmacéuticos ativos e um lipideo
formando uma emulsdo micelular. Tais formulacdes s&do particularmente U-
teis para administracao oral.

Um oligonucleotideo da invengdo pode ser misturado com qual-
quer material que ndo prejudique a agdo desejada, ou com material que su-
plementa a desejada agdo. Estes podem incluir outras drogas incluindo ou-
tros compostos nucleotideos.

Para administracdo parenteral, subcutanea, intradérmica ou t6-
pica, a formulagdo pode incluir um diluente estéril, tampdes, reguladores de
tonicidade e antibacterianos. O composto ativo pode ser preparado com vei-
culos que protejam contra degradagdo ou imediata eliminagéo do corpo, in-
cluindo implantes ou microcapsulas com propriedades de liberagéo controla-
da. Para administrag&o intravenosa os veiculos preferidos sdo solugéo salina
fisiologica ou solugdo salina tamponada com fosfato.

‘ Preferivelmenté, um composto oligonucleotideo é incluido em
uma formulag&do unitaria tal como em um veiculo ou diluente farmaceutica-
mente aceitdvel em uma quantidade suficiente para liberar para um paciente
uma quantidade terapeuticamente eficaz sem causar sérios efeitos colaterais
no paciente tratado.

As composi¢des farmacéuticas da presente invengdo podem ser
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administradas em um numero de maneiras dependendo de se é desejado
tratamento local ou sistémico e da area a ser tratada. Administragdo pode
ser (a) oral (b) pulmonar, por exemplo, através de inalagéo ou insuflagio de
pulverizados ou aerosséis, incluindo através de nebulizador; intratraqueal,
intranasal, (c) topica incluindo epidérmica, transdérmica, oftalmica e para
membranas de mucosa incluindo liberagdo vaginal e retal; ou (d) inje¢cdo ou
infusdo parenteral incluindo intravenosa, intra-arterial, subcutanea, intraperi-
toneal, ou intramuscular; ou intracranial, por exemplo, administracdo intrate-

cal ou intraventricular. Em uma modalidade o oligonucleotideo LNA ativo é

- administrado IV, IP, oralmente, topicamente ou como uma inje¢do de quanti-

dade relativamente grande ou administrado diretamente para o 6rgdo alvo.

Composigdes e formulagdes farmacéuticas para administragdo
topica podem incluir emplastos transdérmicos, pomadas, locdes, logoes,
cremes, geis, gotas, espargimentos, supositérios, liquidos e pulverizados.
Veiculos farmacéuticos convencionais, aquosos, pulverizados ou bases ole-
osas, espessantes e semelhantes podem ser necessarios ou desejaveis.
Conservantes revestidos, luvas e semelhantes também podem ser (Uteis.
Formulagdes topicas preferidas incluem aquelas nas quais os oligonucleoti-
deos da invengao estdo em mistura com um agente de liberagdo tdpica co-
mo lipideos, lipossoma, acidos graxos, ésteres de acido graxo, esterdides,
agentes quelantes e tensoativos.

Composigbes e formulagbes para administragdo oral incluem,
mas nao sao restritos a pulverizados ou granulos, microparticulas, nanopar-
ticulas, suspensdes ou solugdes em agua ou meios néo-aquosos; capsulas,
capsulas de gel, sachés, comprimidos ou minicomprimidos. Tipicamente,

Composicoes e formulagdes para administragdo parenteral, in-
tratecal ou intraventricular podem incluir solu¢des aquosas estéreis que tam-
bém podem conter tampdes, diluentes e outros aditivos apropriados tais co-
mo, mas n&o limitado a, aperfeigoadores de penetragdo, compostos veiculos
e outros veiculos ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

Composicbes farmacéuticas da presente invengdo incluem, mas

nao séao limitadas a, solugcdes, emulsdes, e formulagdes contendo liposso-
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mas. Estas composi¢cdes podem ser geradas a partir de uma variedade de
componentes que incluem, mas ndo sdo limitados a, liquidos pré-formados,
sélidos de auto-emulsificagdo e semi-sélidos de auto-emulsificagéo. Libera-
¢ao de droga para tecido de figado pode ser aperfeicoada por liberagdo me-
diada por veiculo incluindo, mas nao limitado a, lipossomas catidnicas, ciclo
dextrinas, derivados de porfirina, dendrimeros de cadeia ramificada, polime-
ros polietileno imina, nanoparticulas e microesferas (DassCR. J Pharm
Pharmacol! 2002; 54(1): 3-27).

As formulagdes farmacéuticas da presente invengdo, que podem
ser convenientemente apresentadas em forma de dosagem unitaria, podem
ser preparadas de acordo com técnicas convencionais bem conhecidas na
industria farmacéutica. Tais técnicas incluem a etapa de colocagdo em asso-
ciagao os ingredientes ativos com o veiculo(es) ou excipiente(s) farmacéuti-
co. Em geral, as formulagbes sao preparadas colocando em associagdo uni-
forme e intima os ingredientes ativos com veiculos liquidos ou veiculos séli-
dos finamente divididos ou ambos, e entdo, se necessario, confdrmando o]
produto.

As composi¢coes da presente invengdo podem ser formuladas
em qualquer uma de muitas possiveis formas de dosagem como, mas nao
limitado a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, xaropes liquidos, géis
moles, e supositorios. As composigdes da presente invengdo também po-
dem ser formuladas como suspensdes em meios aquosos, NA0-aquosos ou
mistos. Suspensdes aquosas ainda podem conter substancias que aumen-
tam a viscosidade da suspensao incluindo, por exemplo, sédio carbdxi metil
celulose, sorbitol e/ou dextrano. A suspensédo também pode conter estabili-
zantes.

A Compostos oligonucleotideos contendo LNA sdo Uteis para um
numero de aplicagdes terapéuticas como indicado acima. Em geral, métodos
terapéuticos da invengéao incluem administragao de uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz de um oligonucleotideo modificado com LNA a um mamife-
ro, particularmente um ser humano.

Em uma certa modalidade, a presente invengio prové composi-
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¢oes farmacéuticas contendo (a) um ou mais compostos anti-sentido e (b)
um ou mais outros agentes de diminuicao de colesterol que funcionam atra-
vés de um mecanismo nao-anti-sentido. Quando usados com 0s compostos
da invengao, tais agentes de diminuigdo de colesterol podem ser usados
individualmente (por exemplo, atorvastatina e oligonucleotideo), sequencial-
mente (por exemplo, atorvastatina e oligonucleotideo por um periodo de
tempo seguido por um outro agente e oligonucleotideo), ou em combinagdo
com um ou mais outros tais agentes de diminuicdo de colesterol. Todos os
agentes de diminuicdo de colesterol conhecidos por aqueles versados na
técnica séo aqui incorporados como tratamentos combinagdo com composto
de acordo com a invengao.

Drogas antiinflamatdrias, incluindo, mas nao limitado a drogas

- antiinflamatorias ndo-esteroidais e corticosterdides, drogas antivirais, e dro-

gas de imunomodulagédo também podem ser combinadas em composi¢oes
da invengao. Dois ou mais compostos combinados podem ser usados juntos
ou sequiencialmente. '

Em uma outra modalidade, composigdes da invengdo podem
conter um ou mais compostos anti-sentido, particularmente oligonucleoti-
deos, alvejados para um primeiro acido nucléico e um ou mais compostos
adicionais anti-sentido alvejados para um segundo acido nucléico alvo. Dois
ou mais compostos combinados podem ser usados juntos ou sequencial-
mente.

Dosagem é dependente da severidade e capacidade de respos-
ta do estado de doenga a ser tratado, e o curso de tratamento demorando de
varios dias a varios meses, ou até uma cura ser efetuada ou uma diminuicao
do estado de doenga ser obtida. Otimos esquemas de dosagem podem ser
calculados a partir de medi¢des de acumulagdo de droga no corpo do paci-
ente.

Dosagens 6timas podem variar dependendo da relativa poténcia
de oligonucleotideos individuais. Geralmente elas podem ser estimadas ba-
seado em ECsps verificadas serem eficazes in vitro e in vivo em modelos

animais. Em geral, dosagem € de 0,01 ug a 1 g por kg de peso de corpo, e
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pode ser dada uma vez ou mais ao dia, semanalmente, mensaimente ou
anualmente, mesmo uma vez cada 2 a 10 anos ou através de infusao conti-
nua por horas até varios meses. As taxas de repeticdo para dosagem podem
ser estimadas baseado em tempos de residéncia medidos e concentragbes
da droga em fluidos ou tecidos corpdreos. Seguindo tratamento bem-
sucedido, pode ser desejavel se ter o paciente sofrendo terapia de manuten-
¢ao para prevenir a recorréncia do estado de doenca.

Processo de tratamento

Aqueles versados na técnica apreciarao que compostos oligonu-
cleotideos contendo LNA podem ser usados para combate de doengas liga-
das a apolipoproteina B (Apo-B100) através de muitos principios diferentes,
que assim caem dentro do espirito da presente invengao.

Os compostos oligonucleotideos LNA podem ser desenhados
como siRNAs que sdo pequenas moléculas de RNA de fita dupla que séo
usadas por células para silenciar especificos genes enddgenos ou exégenos
através de um mecanismo "semelhante a anti-sentido" ainda pouco entendi-
do.

Foi mostrado que B-D-6xi-LNA ndo suporta atividade RnaseH.

- Entretanto, isto pode ser alterado de acordo com a invengdo através de cria-

¢ao de oligonucleotideos quiméricos compostos por B-D-6xi-LNA e DNA,
chamadb gapmers. Um gapmer é baseado em um estiramento central de 4-
12 nt DNA ou mondmeros modificados reconheciveis e clivaveis pela (Rna-
seH (o hiato) tipicamente flanqueada por 1 a 6 residuos de B-6xi-LNA (os
flancos). Os flancos também podem ser construidos com derivados de LNA.
Existem outros constructos quiméricos de acordo com a invengdo que sdo
capazes de atuar via um mecanismo mediado por RhaseH. Um "headmer" é
definido por um estiramento contiguo de B-D-6xi-LNA ou derivadds de LNA
na extremidade-5' seguido por um estiramento contiguo de DNA ou moné-
meros modificados reconheciveis e clivaveis pela RnaseH na dire¢ao da ex-
tremidade 3', e um "tailmer" é definido por um estirao continuo de DNA ou
mondmeros modificados reconheciveis e clivaveis pe‘Ia RnaseH na extremi--
dade 5' seguido por um estiramento .contiguo de B-D-6xi-LNA ou derivados
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de LNA na direcdo de extremidade 3'. Outras quimeras de acordo com a in-
Vengéo, chamadas "mixmers" consistindo em uma composic¢ao alternativa de
DNA ou mondémeros modificados reconheciveis e clivaveis por RnaseH e B-
D-oxi-LNA e/ou derivados de LNA também podem ser capazes de mediar
ligacdo e clivagem mediadas por RnaseH. Uma vez que o-L-LNA recruta
atividade RnaseH em'uma certa extensdo, menores hiatos de DNA ou mo-
némeros modificados reconheciveis e clivaveis pela RnaseH para a constru-
¢ao de gapmer podem ser requeridos, e mais flexibilidade na construgéo
mixmer pode ser introduzida.

A eficacia clinica de oligonucleotideos anti-sentido depende em -
uma significante extensdo de suas farmaco-cinéticas, por exemplo, absor-
¢ao, distribuicéo, tomada celular, metabolismo e excregéo. Por usa vez estes
parametros sdo significantemente guiados pela quimica subjacente e o ta-
manho e estrutura tridimensional do oligonucleotideo.

Modulagéo das propriedades farmaco-cinéticas de um oligonu-
cleotideo LNA de acordo com a invencédo ainda pode ser obtida através de
ligagdo de uma variedade de metades diferentes. Por exemplo, a habilidade
dos oligonucleotideos em passar a membrana de célula pode ser aperfeigco-
ada através de ligagao, por exemplo, de metades lipideo como uma metade
colesterol, um tioéter, uma cadeia lifatica, um fosfolipideo ou uma poliamina
ao oligonucleotideo. Da mesma maneira, tomada de oligonucleotideos LNA
em células pode ser aperfeigoada através de conjugagdo de metades ao
oligonucleotideo que interagem com moléculas na membrana, o que media
transporte no citoplasma.

As propriedades farmaco-cinéticas de acordo com a invengao
podem ser aperfeicoadas com grupos que aperfeicoam tomada de oligdme-
ro, aperfeigoam bioestabilidade, tal como aperfeicoam resisténcia de oligo-
mero a degradagao e/ou aumentam a especificidade e afinidade de caracte-
risticas de hibridizagdo de oligonucleotideos com sequéncia alvo, por exem-
plo, uma sequéncia de mRNA.

- A composicao farmacéutica de acordo com a invengao pode ser

usada para o tratamento de condigcbes associadas com niveis anormais de
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ApoB-100.

Exemplos de tais condigdes ssa@o hiperlipoproteinimia, hiperlipo-
proteinimia tipo 3 familiar (dis-beta lipoproteinimia familiar), e hiper-alfa-
lipoproteinimia familiar; hiperlipidemia, hiperlipidemias mistas, hiperlipidemia
do tipo lipoproteina muiltipla, e hiperlipidemia combinada familiar; hipertrigli-
ceridemia, hipertrigliceridemia familiar, e lipoproteina lipase familiar; hiperco-
lesterolemia, hipercolesterolemia resistente a estatina, hipercolesterolemia
familiar, hipercolesterolemia poligénica, e apolipoproteina B defeituosa fami-
liar, disturbios cardiovasculares incluindo aterosclerose e doenga de artéria
coronaria; trombose; doenga vascular periférica; doenga de von Gierke (do-
enca de estocagem de glicogénio, tipo |); lipodistrofias (formas congénitas e
adquiridas); sindrome de Cushing; nanismo ateloitico sexual (deficiéncia de
hormédnio de crescimento isolada); diabetes mevlitus; hipertiroidismo; hiper-
tensao; anorexia nervosa; sindrome de Werner; porfiria intermitente aguda;
cirrose biliar primaria; obstrucdo biliar 5 extra-hepatica; hepatite aguda; he-
patoma; lupus sistémico eritematoso; gamopatias monoclonais (incluindo
mieloma, mieloma multiplo, macroglobulinemia, e linfoma); endocrinopatias;
obesidade; sindrome nefrética; sindrome metabdlica; inflamagéao; hipotiroi-
dismo; uremia (hiperurecemia); impoténcia; doenga obstrutiva de figado; hi-
percalcemia idiopatica; disqlobulinemia; niveis elevados de insulina; sindro-
me-X; contratura de Dupuytren; AIDS; e mal de Alzheimer e deméncia.

A invengéo também prové métodos de redugdo de risco de uma
condi¢cao compreendendo a etapa de administracdo a um individuo de uma
quantidade de composto da invengdo suficiente para inibir expressido de
apolipoprotéina B, a dita condigé@o selecionada de gravidez; claudicagio in-
termitente; gota; e toxidez de mercurio e doenga de amalgama. A invencao
ainda prové métodos de inibicdo de ligagdo de particula de colesterol a en-
dotélio vascular compreendendo a etapa de administragdo a um individuo de
uma quantidade de um composto da invencdo suficiente para inibir expres-
sao de apolipoproteina B, e como um resultado, a invengdo também prové
métodos de redugdo de risco de: (i) oxidacdo de particula de colesterol; (ii)

ligagao de mondcito e endotélio vascular; (iii) diferenciacao de mondcitos em
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macrofagos; (iv) ingestdo de macréfagos de particulas de -Iipl'deo 30 oxida-
das e liberagdo de citocinas (incluindo, mas nao limitado a IL_I, TNF-alfa,
TGF-beta); (v) formagdo de plaqueta de lesbes fibro-graxas fibrosas e infla-
macéo; (vi) lesdes do endotélio conduzindo a codgulos; e (vii) coagulos con-
duzindo a infartagdo miocardial ou acidente vascular cerebral, também com-
preendendo a etapa de administragdo a um individuo de uma quantidade de
um composto da invengdo suficiente para inibir expressdo de apolipoprotei-
na B. ‘

A invengdo também prové processos de redugdo de hiperlipide-
mia associada com alcoolismo, fumo, uso de contraceptivos orais, uso de
glucocorticéides, uso de agentes de bloqueio beta-adrenérgicos, ou uso de
isotretiniona (4cido 13-cis retindico) compreendendo a etapa de administra-
¢éo a um individuo de uma quantidade de um composto da invengéo sufici-
ente para inibir expressao de apolipoproteina B.

A invengao aihda prove uso de um composto da invencdo na
fabricagdo de um medicamento para o tratamento de qualquer uma e todas
as condicdes aqui mostradas.

Geralmente estabelecido, um aspecto da invencgéo é direcionado
a um método de tratamento de um mamifero sofrendo de ou suscetivel a
condigbes associadas com niveis anormais de ApoB-100, compreendendo
administragao ao mamifero de uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um oligonucleotideo alvejado para Apo-B100 que compreende uma ou mais
unidades LNA.

Um interessante aspecto da invengéo é direcionado ao uso de
um composto como aqui definido ou um conjugado como aqui definido para
a preparagao de um medicamento para o tratamento de uma condi¢ao de
acordo com acima.

Os métodos da invengédo sao preferivelmente empregados para
tratahento ou profilaxia contra doengas causadas por niveis anormais de
ApoB-100. |

Além disso, a invengado aqui descrita abrange um método de
prevengao ou tratamento de um»a doenga compreendendo uma quantidade
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terapeuticamente eficaz de um composto oligonucleotideo modulando Apo-
B100, incluindo, mas nao limitada a altas doses do oligbmero, a um ser hu-
mano em necessidade de tal terapia. A invengéo ainda abrange o uso de um
curto periodo de administracdo de um composto oligonucleotideo modulando
Apo-B100.

Em uma modalidade da invengdo o composto oligonucleotideo é
ligado a ligantes/conjugados. E uma maneira para aumentar tomada celular
de oligonucieotideos anti-sentido.

Compostos oligonucleotideos da invengdo também podem ser
conjugados a substancias drogas ativas, por exemplo, aspirina, ibuprofeno,
uma droga sulfa, um agente antidiabético, antibacteriano ou antibiético.

Alternativamente estabelecido, a invengdo é além disso direcio-
nada a um processo para tratamento de niveis anormais de ApoB-100, o dito
processo compreendendo administragao de um composto como aqui defini-
do, ou conjugado como aqui definido ou uma composi¢ao farmacéutica co-
mo aqui definida a um paciente em sua necessidade e ainda compreenden-
do a administragao de ainda um agente quimioterapéutico. Ainda tal adminis-
tragao pode ser tal que o ainda agente quimioterapéutico seja conjugado ao
composto da invengdo, esta presente na composicdo farmacéutica, ou é
administrado em uma formulagao separada.

‘ Os compostos oligonucleotideos contendo LNA da presente in-
vencao também podem ser utilizados como reagentes de pesquisa para di-
agnosticos, terapéuticas e profilaxia. Em pesquisa, os oligonucleotideos anti-
sentido podem ser usados para inibirem especificamente a sintese de genes
Apo-B100 em células e animais experimentais pelo que facilitando andlise
funcional do alvo ou uma aVaIiagéo de sua utilidade como um alvo para in-
tervengdo terapéutica. Em diagnosticos os oligonucleotideos anti-sentido
podem ser usados para detec¢ao e quantificagdo de expressao de Apo-B100
em células e tecidos através de Northern blotting, hibridizagao in situ ou téc-
nicas similares. Para terapéuticas, um animal ou ser humano, suspeito de ter
uma doenga ou disturbio,"que pode ser tratada através de modulagdo de
expressao de Apo-B100 é tratado através de administragdo de compostos
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anti-sentido de acordo com esta invengdo. Ainda sdo providos métodos de
tratamento de um animal, em particular camundongo e rato e tratamento de
um ser humano, suspeito de ter ou sendo propenso a uma doenga ou condi-
¢ao, associada com expressdo de Apo-B100 através de administragdo de
uma quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um ou mais dos
compostos anti-sentido ou composi¢des da invengao.

A invengao também refere-se a um composto ou um conjugado
como aqui definido para uso como um medicamento.

A invencéao ainda refere-se ao uso de um composto ou um con-
jugado como aqui definido para a fabricagao de um medicamento para o tra- -
tamento de niveis anormais de Apo-B100. Tipicamente, tais niveis anormais
de Apo-B100 estdao na forma de aterosclerose, hipercolesterolerhia ou hiper-
lipidemia.

Além disso, a invéngéo refere-se a um processo de tratamento
de um individuo sofrendo de uma doenga ou condicdo selecionada de ate-
rosclerose, hipercolesterolemia, e hiperlipidemia, o pfocesso compreenden-
do a etapa de administragdo de uma composi¢do farmacéutica como aqui
definida ao sujeito em sua necessidade. Preferivelmente a composicédo far-
macéutica é administrada oralmente.

Algumas Modalidades da Invencao

1. Um composto consistindo em um total de 12-50 nucleotideos
e/ou analogos de nucleotideos, onde o dito composto compreendendo uma
subsequiéncia de pelo menos 10 nucleotideos ou analogos de nucleotideos,
a dita subseqiéncia éstando localizada dentro de uma seqléncia seleciona-
da do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 2, 3, 6,7, 8, 9, 10,11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 27, 28, 48 e 50 onde o dito composto compreende pelo menos 3
analogos de nﬁcleotfdeos.

2. Um composto de acordo com a reivindicagdo 1, consistindo
em um oligonucleotideo de fita dupla, onde cada fita compreende um total de
16-30 nucleotideos e/ou analogos de nucleotideos, onde o dito composto
compreende uma subsequéncia de pelo menos 10 nucleotideos ou andlogos

de nucleotideos, a dita subseqiiéncia estando localizada dentro de-uma se-
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guéncia selecionada de SEQ ID NOS: 27, 28, (e/ou 48 ou 50) e, onde o dito
composto compreende pelo menos 3 andlogos de nucleotideos.

3. O composto de acordo com a modalidade 1 consistindo em
12-25 nucleotideos ou analogos de nucleotideos.

4. O composto de acordo com a modalidade 3 consistindo em
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 nucleotideos ou analogos de nucleotideos.

5. O composto de acordo com a modalidade 4 consistindo em 16
nucleotideos ou analogos de nucleotideos.

6. O composto de acordo com qualquer uma das modalidades 1-
5, onde os ditos nucleotideos compreendem um grupo de ligagdo seleciona-
do do grupo consistindo em um grupo fosfato, um grupo fosforotioato, e um
grupo boranofosfato, a ligacdo internucleosideo pode ser -O-P(0),-O-, -O-
P(O,S)-0O-. |

7. O composto de acordo com a modalidade 6, onde a dita liga-
¢ao é um grupo fosfato.

8. O composto de acordo com a modalidade 6, onde a dita liga-
¢ao é um grupo fosforotioato.

9. O composto de acordo com a modalidade 6, onde todos os
nucleotideos compreendem um grupo fosforotioato.

10. O composto de acordo com a modalidade 9 compreendendo
de 3-12 analogos de nucleotideos.

11. O composto de acordo com a modalidade 10 compreenden-
do 6 analogos de nucleotideos.

12. O composto de acordo com qualquer uma das modalidades
10-11, onde pelo menos um dos ditos analogos de nucleotideo é um &acido
nucléico fechado (LNA).

' 13. O composto de acordo com a modalidade 12, onde LNA é
selecionado de beta-D-6xi-LNA, alfa-L-6xi-LNA, beta-D-amino-LNA ou beta-
D-tio-LNA.

14. O composto de acordo com a modalidade 13, onde os ditos
nucleotideos e/ou LNAs sao ligados juntos por meio de grupos fosfato.
15. O composto de acordo com a modalidade 14, onde os ditos
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nucleosideos e/ou os ditos LNAs s&o ligados por meio de grupos fosforotioa-
to.

16. O composto de acordo com a modalidade 12, onde a subse-
gliéncia é SEQ ID NO: 2.

17. O composto de acordo com a modalidade 12, onde a subse-
quéncia é SEQ ID NO: 3.

18. O composto de acordo com qualquer uma de modalidades
16-17, onde o LNA de extremidade 3' é substituido com o correspondente
nucleosideo natural.

19. Um composto consistindo em SEQ ID NO: 29.

20. Um composto consistindo em SEQ ID NO: 30.

21. Um conjugado compreendendo o composto de acordo com

qualquer uma de modalidades 1-20 e pelo menos uma metade nao-

nucleotideo ou ndo-polinucleotideo ligada covalentemente ao dito composto.

22. Uma composigao farmacéutica compreendendo um compos-
to como definido em qualquer uma das modalidades 1-20 ou um conjugado
como definido na modalidade 21, e um diluente, veiculo ou adjuvante farma-
ceuticamente aceitavel.

23. A composigao farmacéutica de acordo com a modalidade 22
ainda compreendendo pelo menos um composto para diminuicédo de coleste-
rol.

24. A composigdo farmacéutica de acordo com a modalidade 23,
onde o dito composto € selecionado do grupo consistindo em resinas se-
questrantes de sal de bile (por exemplo, colestiramina, colestipol, e cloridrato
de colesevelam), inibidores de HMGCoA-redutase (por exemplo, lovastatina,
cerivastatina, prevastatina, atorvastatina, simvastatina, e fluvastatina), acido
nicotinico, derivados de acido fibrico (por exemplo, clofibrato, gemfibrozil,
fenofibrato, bezafibrato, e ciprofibrato), probucol, neomicina, dextrotiroxina,
ésteres de estanol de planta, inibidores de absor¢do de colesterol (por e-
xemplo, ezetimibe), implitapide, inibidores de transportadores de acido de
bile (transportadores de acido de bile dependentes de sddio apical), regula-
dores de CYP7a hepatica, terapéutica de substituicdo de estrogénio (por
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exemplo, tamoxifeno), e antiinflamatorios (por exemplo, glucocorticéides).

25. Um composto como definido em qualquer uma das modali-
dades 1-20 ou um conjugado como definido na modalidade 21 para uso co-
mo um medicamento.

26. Uso de um composto como definido em qualquer uma das
modalidades 1-20 ou como conjugado como definido na modalidade 21 para
a fabricacao de um medicamento para o tratamento de niveis anormais de
Apo-B100.

27. Uso de acordo com a modalidade 26, onde os ditos niveis
anormais de Apo-B100 estao na forma de aterosclerose, hipercolesterolemia
ou hiperlipidemia.

A invencao é ainda ilustrada em uma maneira nao-limitante pe-
los exemplos que se seguem.

Exemplos
Exemplo 1: Sintese de monémero

Os blocos de construgdo de mondmero LNA e seus derivados
foram preparados seguindo procedimentos publicados e referéncias ali cita-
das, ver:

WO 03/095467 A1

D. S. Pedersen, C. Rosenbohm, T. Koch (2002) Preparation of
LNA Phosphoramidites, Synthesis 6, 802-808.

M. D. Serensen, L. Kveerng, T. Bryld, A. E. Hakansson, B. Ver-
beure, G. Gaubert, P. Herdewijn, J. Wengel (2002) a-L-ribo-configured
Locked Nucleic Acid (a-I-LNA): Synthesis and Properties, J. Am. Chem. Soc.,
124, 2164-2176. .

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

C. Rosenbohm, S. M. Christensen, M. D. Sgrensen, D. S. Peder-
sen, L. E. Larsen, J. Wengel, T. Koch (2003) Synthesis of 2’-amiho-LNA: a
new strategy, Org. Biomol. Chem. 1, 655-663.
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~ D. S. Pedersen, T. Koch (2003) Analogues of LNA (Locked Nu-
cleic Acid). Synthesis of the 2'-Thio-LNA Thymine and 5-Methyl Cytosine
Phosphoramidites, Synthesis 4, 578-582.
Exemplo 2: Sintese de oligonucleotideo

Oligonucleotideos foram sintetizados usando a abordagem fosfo-
ramidito em um Expedite 8900/MOSS Synthesizer (Multiple Oligonucleotide
Synthesis System) em escala de 1 umol ou 15 umoles. Para sinteses de
maior escala foi usado um Akta Oligo Pilot. No fim da sintese (DMT-on), os
oligonucleotideos foram clivados do dito suporte sélido usando aménia a-
quosa por 1-2 horas em temperatura ambiente, e ainda desprotegidos por 4
horas a 65°C. Os oligonucleotideos foram purificados por HPLC de fase re-
versa (RP-HPLC). Apds a remogéo do grupo DMT, os oligonucleotideos fo-
ram caracterizados por AE-HPLC, RP-HPLC, e CGE e a massa molecular foi
ainda confirmada por ESI-MS.. Ver abaixo para mais detalhes.

Preparacao do suporte sdlido de LNA:

Preparacao do succinil hemi-éster de LNA

Mondmero 5'-O-Dmt-3'-hidréxi-LNA (500 mg), anidrido succinico
(1,2 eq.) e DMAP (1,2 eq.) foram dissolvidos em DCM (35 mL). A reacéo foi
agitada em temperatura ambiente por toda noite. Apds extracdes com
NaH,PO4 0,1 M pH 5,5 (2x) e salmoura (1x), a camada organica foi ainda
secada com NaxSO, anidro, filirada e evaporada. O derivado hemi-éster foi
obtido em 95% de rendimento e foi usado sem ainda qualquer purificaggo.
Preparacao do suporte de LNA '

O derivado de hemi-éster preparado acima (90 umoles) foi dis-
solvido em uma quantidade minima de DMF, DIEA e pyBOP (90 umoles)
foram adicionados e misturados por 1 minuto. Esta mistura pré-ativada foi
combinada com LCAA-CPG (500 Angstréns, 80-120 de tamanho de tela, 300
mg) em um sintetizador manual e agitados. Apds 1,5 hora em temperatura
ambiente, o suporte foi filtrado e lavado com DMF, DCM e MeOH. Apds se-
cagem, a carga foi determinada ser de 57 umoles/g (ver Tom Brown, Dorcas
J.S. Brown. Modern machine-aided methods of oligodeoxyribonucleotide
synthesis. In: F. Eckstein, editor. Oligonucleotides and Analogues A Practical
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Approach. Oxford: IRL Press, 1991: 13-14).
Alongamento do oligonucleotideo
O acoplamento de fosforamiditos (A(bz), G(ibu), 5-metil-C(bz))

ou T-B-ciano etil fosforamidito) é realizado através do uso de uma solugdo

0,1 M do amidito protegido com 5'-O-DMT- em acetonitrila e DCI (4,5-diciano
imidazol) em acetonitrila (0,25 M) como ativador. A tiolagdo é realizada u-
sando cloreto de xantano (0,01 M em acetonitrila : piridina 10%). O resto dos
reagentes sdo os tipicamente usados para sintese de oligonucleotideos. O
protocolo provido pelo fornecedor foi convenientemente otimizado.
Purificacéao por RP-HPLC:

Coluna: Xterra RP4g

Taxa de fluxo: 3 mL/minuto

Tampoes: acetato de aménio 0,1 M pH 8 e acetonitrila

Abreviaturas ’

DMT: dimetoxi tritila

DCI: 4,5-diciano amino piridina

DMAP: 4-dimetil amino piridina

DCM: dicloro metano

DMF: dimetil formamida

THF: tetraidrofurano

DIEA: N,N-diisopropil etil amina

PyBOP: hexa fluor fosfato de benzotriazol-1-il oxi-tris-pirrolidino fos-
fonio

Bz: benzoila

Ibu: | isobutirila

Exemplo 3: Desenho do composto oligonucleotideo
' O siRNA é uma fita sentido de 21-nucleotideos (SEQ ID NO: 27)
e uma fita anti-sentido de 23 nucleotideos (SEQ ID NO: 28) — resultando em
uma proje¢ao de dois nucleotideos na extremidade 3' da fita anti-sentido.
siRNA-ApoB sentido 5'-GUCAUCACACUGAAUACCAA*U-3'
(SEQ ID NO: 48), siRNA - ApoB-1 fita anti-sentido 5'-AUUGGUAUUCAGU
GUGAUGAc*a*C-3 (SEQ ID NO: 49) e siARN-Chol-ApoB fita sentido: 5'-
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GUCAUCACACUGAAUACCAAU*Chol-3' (SEQ ID NO: 50) foram sintetiza-
dos por RNATEC (Leuven).

Em uma modalidade da invengdao, SEQ ID NOS: 2-26 contém
pelo menos 3 nucleotideos LNA, tal como 6 ou 7 nucleotideos LNA como em
SEQ ID NOS: 29-47.

Tabela 1: Composto oligonucleotideo da invencio
Em SEQ ID NOS: 27, 28, 48, 49, 50, letras em caixa superior

indicam unidades ribonucleotideo e subscritos "s" representam ligacdo fosfo-

rotioato.
Substancia Teste | Seqiéncia Sitio Alvo |

SEQ ID NO: 2 5-GGTATTCAGTGTGATG-3 10169 | Motivo anti
' ' sentido

SEQ ID NO: 3 5-ATTGGTATTCAGTGTG-3' 10172 Motivo anti-
sentido

SEQ ID NO: 4 5-TTGTTCTGAATGTCCA-3 3409 Motivo anti-
: sentido

SEQ ID NO: 5 5-TCTTGTTCTGAATGTC-3 3411 Motivo anti-
sentido

SEQ ID NO: 6 5-TGGTATTCAGTGTGAT-3' Motivo anti-
: sentido

SEQ ID NO: 7 5-TTGGTATTCAGTGTGA-3' Motivo anti-
sentido

SEQ ID NO: 8 5-CATTGGTATTCAGTGT-3' 10173 ek
. sentido

SEQ ID NO: 9 5-GCATTGGTATTCAGTG-3' 10174 Motivo anti-
- sentido

SEQIDNO:10 | 5-AGCATTGGTATTCAGT-3 10175 Motivo anti-
sentido

SEQIDNO: 11 | 5-CAGCATTGGTATTCAG-3 10176 | Motivo anti-
sentido

SEQIDNO: 12 | 5-TCAGCATTGGTATTCA-3' Motivo anti-
sentido

SEQIDNO: 13 | 5-TTCAGCATTGGTATTC-3' Motivo anti-
' sentido

SEQIDNO: 14 | 5-GTTCAGCATTGGTATT-3 Motivo anti-
: sentido

SEQIDNO:15 | 5-AGTTCAGCATTGGTAT-3 Motivo anti-
sentido

SEQIDNO:16 | 5-AAGTTCAGCATTGGTA-3 Motivo anti-
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Substancia Teste | Seqiéncia Sitio Alvo
sentido
SEQIDNO:17 | 5-AAAGTTCAGCATTGGT-3 Motivo anti-
sentido
SEQIDNO: 18 | 5-ATTTCCATTAAGTTCT-3 10454 z”e‘:;;foa”t"
SEQIDNO: 19 | 5-GGTATTTCCATTAAGT-3 10457 | Motivo anti-
' sentido
SEQIDNO:20 | 5-GACTCAATGGAAAAGT-3 10594 Motivo anti-
sentido
SEQ ID NO: 21 5'-ATGACTCAATGGAAAA-3' 10596 Motivo anti-
sentido
SEQIDNO:22 | 5-GCTAACACTAAGAACC-3' 10998 Motivo anti-
sentido
SEQIDNO:23 | 5-CACTAAGAACCAGAAG-3 11003 Motivo anti-
sentido
| SEQIDNO:24 | 5-CTAAGAACCAGAAGAT-3 11005 | Motivo anti-
sentido
SEQIDNO:25 | 5-TGAATCGGGTCGCATC-3 252 Motivo anti-
sentido
SEQIDNO:26 | 5-TGAATCGGGTCGCATT-3 252 Motivo anti-
‘ sentido
SEQIDNO:27 | 5-GUCAUCACACUGAAUACCAAU-3' CFNA
SEQIDNO:28 | 5-AUUGGUAUUCAGUGUGAUGACAC-3
SEQ 1D NO: 29 5I-GSGsTSaStstscsasgstsgstsGsAsng's, Motivo Ne 2
SEQ ID NO: 30 5-AsTTsQsOstsaststsCsa:3sT G Tsg-3’ Motivo N 3
SEQ ID NO: 31 5'-AsTsTsGsQstsaststsCs@:gs TsGs Tsg-3’ Motivo N2 3
SEQ ID NO: 32 5-TTGeTetCoteGeasatsGs T °Ce "°Csa-3' Motivo N 4
SEQ lD NO: 33 5,-TSMeCsTsngststscstsgsasasTsGsTsc's’ MOtIVO N9 5
SEQ ID NO: 34 5"-MC AT T G:TstsaststsCssGs TsGit-3' Motivo N2 8
SEQ ID NO: 35 5'-Ge"*CAcT ot OsTstssteteCsAG Tog-3' Motivo N° 9
SEQ ID NO: 36 5'-AGs" CoAdtstsGsGstsaststs " CoAGet-3' Motivo Ne 10
SEQ ID NO: 37 5.'MeCsASGscsaststsgsgstsastsTsMeCs 59'3l Motlvo NQ 11
SEQIDNO:38 | 5-"CAGs"CoateligsgstsastsTs “CAG-3 Motivo N2 11
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Substancia Teste | Seqiiéncia Sitio Alvo
SEQ ID NO: 39 5'-AsToToToCoCostslsBs859s Ts T Cot-3’ Motivo N2 19
SEQ ID NO: 40 5,-GSGSTSAStStStSCSCSaStStSASASGSt-3, MOtiVO NQ 19
SEQ ID NO: 41 5'-GsAs"®CoTsCoBsBs1s0s0s25asAAG-3" | Motivo N2 20
SEQ ID NO: 42 5"-AsToGeAsCstCsa:ast:gsgAsAAa-3’ Motivo N2 21
SEQ ID NO: 43 5"-Gg"°CToAcaCsACslsBs8:0sAA °Coc-3' Motivo N2 22
SEQ ID NO: 44 5 -MeC A C Te858:0:3:3:C:CB:GsAAG-3 Motivo N2 23
SEQ ID NO: 45 5"-YeC T (AsAGs:3:C:Cs:0ssAGsAst-3’ Motivo N2 24
SEQ ID NO: 46 5"-TsGsAsAst:Cs0s0sGetsCsls " CsAsTC-3’ Motivo N2 25
SEQ ID NO: 47 5"-TGeAsAtsC:GsTs0stsCsls “CsAs Tot-3’ Motivo N2 26
o IO NG 4o | 5-GUCAUCACACUGAAUACCAAU-3

ot (290.3) Unconjugated
ApoB-siRNA . G a A SIRNA
(RNA-TEC290.3/ 5I-AUU GUAUUCAGUGUGAUGAC.aC-
RNA-TEC290.5) | 3 (290.5)
SEQIDNO:50 | o, o) AUCACACUGAAUACCAAU.-
ApoB-siRNA-Chol Chol-3' (290.4) Cholesteryl
(SEQIDNC: 51 5' AUUGGUA.\UUCAGUGUGAUGA c conjugated
RNA-TEC290.4/ 3,' (250.5) Csls” SiRNA
RNA-TEC290.5) | =.%.

- SEQ ID NO: 30 é um composto interessante de acordo com a
invengao.

Exemplo 4: Estabilidade de compostos LNA em plasma humano ou de rato

Estabilidade de oligonucleotideo LNA foi testada em plasma de
seres humanosAou ratos (também podendo ser plasma de camundongo, ma-
caco ou cao). Em 45 ulL de plasma, 5 pL de oligonucleotideo sdo adiciona-
dos (uma concentragao final de 20 uM). Os oligos sao incubados em plasma
por tempos variando de 0 h — 96 h a 37°C(o plasma é testado para atividade
nuclease até 96 h e ndo mostra diferenga em padrao de clivagem de nuclea-
se). No tempo indicado a amostra foi congelada instanténea em nitrogénio
liquido. 2 uL (igual a 40 pmoles) de oligonucleotideo em plasma foram dilui-
dos pela adicdo de 15-uL de agua e 3 pL de 6x corante de carga (Invitro-
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gen). Como marcador uma escada de 10 pb (Invitrogen 10821-015) é usado.
A 1 pulL de escada, 1 pL de 6x carga e 4 plL de agua foram adicionados. As
amostras foram misturadas, aquecidas a 65°C por 10 minutos e carregadas
para um gel de pré-corrida (acrilamida 16%, uréia 7 M, 1x TBE, pré-corrida
em 50 Watt por 1 h) e corrida em 50-60 Watt por 2 12 h. Subseqlientemente
o gel foi manchado com 1x SyBR gold (molecular probes) em 1x TBE por 15

minutos. As bandas foram visualizadas usando um phosphoimager de Bio-

rad.
Exemplo 5: Modelo in vitro: Cultura de células

O efeito de compostos anti-sentido sobreexpresséo de acido nu-
cléico alvo pode ser testado em qualquer um de uma variedade de tipos de
células contanto que o acido nucléico alvo esteja presente em niveis mensu-
raveis. Alvo pode ser expresso endogenamente ou através de transfecgéo
estavel ou transiente de um acido nucléico codificando o dito &cido nucléico.

O nivel de expressao de acido nucléico alvo pode ser rotineira-
mente determinado usando, por exemplo, analises Northern blot, PCR quan-
titativa, ensaios de protecdo de ribonuclease. Os seguintes tipos de células
sao prdvidos para propésitos ilustrativos, mas outros tipos de células podem
ser rotineiramente usados, contanto que o alvo seja expresso no tipo de cé-
lula escolhido. 1
T Células foram cultivadas no meio apropriado como descrito a-
baixo e mantidas a 37°C em 95-98% de umidade e 5% de CO,. Células fo-
ram rotineiramente passadas 2-3 vezes por semana.

BNCL-2: linha de células de figado de camundongo BNCL-2 foi adquirida
de ATCC e cultivada em DMEM (Sigma) com FBS 10% + Glu-
tamax | + aminoacidos nao-essenciais + gentamicina.

Hepa1-6: linha de células de figado de camundongo Hepa1-6 foi adquirida
de ATCC e cultivada em DMEM (Sigma) com FBS 10% + Glu-
tamax | + aminoacidos nao-essenciais + genatamicina.

HepG2: linha de células de figado humano HepG2 foi adquirida de ATCC
e cultivada em Eagle MEM (Sigma) com FBS 10% + Glutamax |

+ aminoacidos ndo-essenciais + gentamicina.
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Exemplo 6: Modelo in vitro: Tratamento com oligonucleotideo anti-sentido

Cultura e transfecg¢do de células: células BNCL-2 ou Hepa1-6
foram semeadas em placas de 12 cavidades a 37°C (5% CO,) em meios de

crescimento suplementados com FBS 10%, Giutamax | e gentamicina.

- Quando as células foram 60-70% confluentes, elas foram transfectadas em

duplicatas com diferentes concentragées de oligonucleotideos (0,04-25 nM)
usando Lipofectamina 2000 (5 ug/mL). Transfeccbes foram realizadas es-
sencialmente como descrito por Dean et al. (1994, JBC 269: 16416-16424).
Em resumo, células foram incubadas por 10 minutos com lipofectamina em
OptiMEM seguido por adicdo de oligonucleotideo para um volume total de
0,5 mL de mistura de transfecgao por cavidade. Apds 4 horas, a mistura de

transfecg¢ao foi removida, células foram lavadas e crescidas a 37°C por a-

- proximadamente 20 horas (anélises de mRNA e andlises de proteinas no

apropriado meio de crescimento. Células foram entao colhidas para analises
de RNA e proteinas.

Exemplo 7: Modelo in vitro: Extracio de RNA e sintese de cADN
Isolamento de RNA total

RNA total foi isolado usando mini kit RNeasy (giagen). Células
foram lavadas com PBS, e tampao de lise de célula (RTL, Qiagen) suple-
mentado com mercaptoetanol 1% foi adicionado diretamente as _gayidades.
Apds uns poucos minutos, as amostras foram processadas de acordo com
as instrucdes do fabricante.

Sintese de primeira fita

Sintese de primeira fita foi realizada usando OmniScript Reverse
Transcriptase kit ou M-MLV Reverse transcriptase (essencialmente como
descrito pelo fabricante (Ambion)) de acordo com as instrugdes do fabricante
(Qiagen). Quando usando OmniScript Reverse Transcriptase, 0,5 ug de
RNA total de cada amostra, foi ajustado para 12 pL e misturados com 0,2 pL
de poli(dT)12.18 (0,5 ng/uL) (Life Technologies), 2 uL de mistura de dNTP (5
mM cada), 2 uL 10x tampao RT, 0,5 uL inibidor RNAguard Rnase (33 unida-
des/mL, Amersham) e 1 uL. OmniScript Reverse Transcriptase seguido por
incubagdo a 37°C por 60 minutoé, e inativacao térmica a 93°C por 5 minutos.
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Quando sintese de primeira fita foi realizada usando decameros
randémicos e M-MLV-transcriptase reversa (essencialmente como descrito
pelo fabricante (Ambion)), 0,25 ug de RNA total de cada amostra foi ajustado
para 10,8 ulL em H>O. 2 uL de decameros e 2 uL de mistura de dNTP (2,5
mM cada) foram adicionados. Amostras foram aquecidas a 70°C por 3 minu-
tos e imediatamente resfriadas em agua e gelo e adicionados 3,25 uL de
uma mistura contendo (2 puL 10x tampao RT; 1 uL M-MLV transcriptase re-
versa; 0,25 plL inibidor de Rnase). cADN é sintetizado a 42°C por 60 minutos
seguido por etapa de inativacdo com aquecimento a 95°C por 10 minutos e
finalmente resfriado para 4°C.

Exemplo 8: Modelo in vitro e in vivo: Analises de inibicdo de oligonucleotideo

de expressao de Apo-B100 através de PCR de tempo real

Modulagao anti-sentido de expressado de Apo-B100 pode ser en-
saiada em uma variedade de maneiras conhecidas na técnica. Por exemplo,
niveis de mRNA de Apo-B100 podem ser quantificados através de, por e-
xemplo, analises de Northern blot, reagdo de polimerase competitiva (PCR),
ou PCR de tempo real. PCR quantitativa de tempo real é presentemente pre-
ferida. Analises de RNA podem ser realizadas sobre RNA celular total ou
mRNA.

Métodos de isolamento de RNA e analises de RNA tais como
andlises de Northern blot é rotina na técnica e é.ﬂe/nsinada em, por exemplo,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons.

PCR quantitativa de tempo real pode ser convenientemente rea-
lizada usando o iQ Multi-Color Real Time PCR Detection System comercial-
mente disponivel de BioRAD. PCR quantitativa de tempo real é uma técnica
bem conhecida e é ensinada, por exemplo, em Heid et al. Real time quantita-
tive PCR, Genome Research (1996), 6: 986-994.

Analises PCR quantitativas de tempo real de niveis de mRNA de Apo-B100

Para determinar o nivel relativo de mRNA de ApoB de camun-
dongo em amostras tratadas e nao-tratadas, o cADN gerado foi usado em
analises PCR quantitativas usando um iCycler de BioRad.

A 8 uL de cADN diluido 5 vezes (Gapdh and Beta-Actin) foram
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adicionados 52 pL de uma mistura contendo 29,5 uL de Platinum gPCR.

Supermix-UDG (Invitrogen), 1030 nM de cada iniciador,A 0,57 X
SYBR Verde (Molecular Probes) e 11,4 nM de fluoresceina (Molecular Pro-
bes).

Duplicatas de 25 pl foram usadas para gPCR: 50°C por 120 se-
gundos, 95°C por 120 segundos e 40 ciclos [95°C por 30 segundos e 60°C
por 60 segundos].

Expressao de ApoB foi quantificada usando um cADN diluido 50
vezes e um protocolo Q-PCR padrdo. Os iniciadores (conc. final de respecti-
vamente primers dianteiro e reverso de 0,6 uM e 0,9 uM) e sonda (conc. final
de 0,1 uM) foram misturados com 2 x Platinum Quantitative PCR SuperMix
UDG (cat. # 11730, Invitrogen) e adicionados a 3,3 uL de cADN para um vo-
lume final de 25 ulL. cada amostra foi analisada em duplicatas. Programa de
PCR: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos seguido por 40 ciclos de
95°C, 15 segundos, 60°C, 1 minuto.

Expressdo de mRNA de ApoB foi normalizada para mRNA Gap-
dh ou beta-actina de carriundongo que foi similarmente quantificado usando
Q-PCR.

Iniciadores:

mGapdh: 5‘-agcctcgtcccgtagacaaaat-3' (SEQID NO: 51) and 5'-
gttgatggcaacaatctccacttt-3' (SEQ ID NO: 52)

mp-actin: 5'-ccttccttbttgggtatggaa—S' (SEQ ID NO: 53) and 5'-
gctcaggaggagcaatgatct-3' (SEQ ID NO: 54) '

mApoB: 5'-gcccattgtggacaagttgatc-3' (SEQ ID NO: 55) and 5'-
ccaggacttggaggtcttgga-3' (SEQ ID NO: 56)

mApoB Tagman probe: 5'-fam-aagccagggcctatctccgeatee-3' (SEQ ID
NO: 57)

.sonda Tagman mApoB: 5'-fam-..... (SEQ ID NO: 57).

Diluicbes de 2 vezes de cADN sintetizado de linha de células
hepatocitos de camundongos nao-tratados (células Hepa1-6) (diluida 5 ve-
zes e expressando ApoB e beta-actina ou Gapdh) foram usadas para prepa-
ragao de curvas padrdo para os ensaios. Quantidades relativas de mRNA



10

15

20

25

30

53

ApoB foram determinadas a partir do calculado ciclo Limite usando o iCycler
iQ Real Time Detection System software.

Exemplo 9: Analises in vitro: Andlises Western blot de niveis de proteinas

Apo-B100

O efeito in vitro de oligos Apo-B100 sobre niveis de proteina
Apo-B100 em células transfectadas foi determinado por Western blotting.

Células foram colhidas e lisadas em Tris-HCI 50 mM pH 6,8, gli-
cerol 10%, SDS 2,5%, DTT 5 mM e uréia 6 M suplementada com coquetel

~ inibidor de protease (Roche). Concentracdes de proteina total foram medi-

das usando um kit de ensaio de proteina BCA (Pierce). 50 ug de proteina
total foram corridos sobre géis Bis-Tris 10-12% em tamp&do MOPS ou sobre
geéis Tris Acetato 3-8% e manchados sobre membranas PVDF de acordo
com instru¢des do fabricante (Invitrogen). Apds ihcubag:éo por toda noite em
tampao de bloqueio (PBS-T suplementado com pulverizado de leite de baixa
gordura 5%), as membranas foram incubadas por toda noite com anticorpo
primério detectando ApoB-100. Como controle de carga, tubulina ou actina
foram detectadas usando anticorpos monoclonais de Neomarker. Membra-
nas foram entao incubadas com anticorpos secundarios e ApoB-100 foi vi-
sualizada usando um kit de imuno-detec¢ao cromogénica (Invitrogen) ou um
kit de detecgdo ECL* de quimioluminescéncia (Amersham).

Exemplo 10 Anélises in_vitro: Inibicdo anti-sentido de expressdo de Apo-

B100 humana usando oligonucleotideos anti-sentido

De acordo com a presente invengdo, uma série de oligonucleoti-
deos foram desenhados para alvejar diferentes regides do RNA Apo-B100
humano. Ver Tabela 1 compostos oligonucleoticeos foram avaliados para
seu potencial para mMRNA Apo-B100 nocaute em hepatécitos de camundon-
go (células Hepa1-6) seguindo tomada assistida por lipideo de SEQ ID NO:
29, siRNA (nao-modificado) ou siRNA modificado com colesterila (Figura 1A)
e comparagao de nocaute de ApoB-100 em BNLCL2 pelos dois oligonucleo-
tideos LNA SEQ ID NO: 29 e SEQ ID NO: 30 (Figura 1B) e em células He-
pa1-6 por SEQ ID NO: 29 e SEQ ID NO: 37 (Figura 4).

Os dados séo apresentados como porcentagem de regulacdo
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descendente em relagdo a células transfectadas falsas. Estado estavel de
transcrito foi monitorado por PCR de tempo real e normalizado com o estado
estavel transcrito GAPDH.

Exemplo 11: Regulacdo descendente de alvo in vivo de compostos oligonu-

cleotideos contendo LNA

Camundongos C57BL/6 (20 g) receberam 6,25, 12,5, 25 ou 50
mg/kg i.v. em trés dias consecutivos (tamanho de grupo de 7 camundongos).
Nés dosamos com menos oligonucleotideo anti-sentido uma vez que o peso
molecular de um siRNA-Chol comparado a um oligonucleotideo anti-sentido
é aproximadamente 3:1. Todos oligonucleotideos anti-sentido e siRNA foram
dissolvidos em solugéo salina 0,9% (NaCl) e dados em 10 mL/kg de peso de

-corpo (~0,2 mL por injecéo). No sacrificio o peso do figado foi anotado. Te-

cidos para medigao de expressdo de mRNA de ApoB foram estocados em

'RNA posterior (Ambion) a -20°C até uso. Andlises de mRNA sobre jejuno e

figado e colesterol total em plasma foram realizadas 24 horas apds injecao
i.v. (ver Figuras 2A e 2B). '
Exemplo 12: Niveis de colesterol em plasma

Nivel total de colesterol foi medido em plasma usando um ensaio
colorimetrico Choleterol CP de ABX Pentra. O colesterol é medido seguindo
hidrélise enzimatica e oxidagao. 21,5 pL de agua foram adicionados a 1,5 uL
de plasma. 250 pL de reagente sao adicionados e dentro de 5 minutos o teor“
de colesterol é medido em um comprimento de onde de 540 nM. MedicOes
em cada animal sao feitas em duplicata. A sensitividade e linearidade foram
testadas com composto controle diluido 2 vezes (ABX Pentra N control). O
nivel relativo de colesterol foi determinado através de subtracdo do fundo e
apresentado em relag@o aos niveis de colesterol em plasma de camundon-
gos tratados com solugéo salina (ver Figura 3).

Exemplo 13: Regulacdo descendente de alvo in vivo de compostos oligonu-
cleotideos LNA

Camundongos C57BL/6 (20 g) receberam 6,25, 12, ou 25 mg/kg

i.v. em tr~es dias consecutivos (tamanho de grupo de 7 camundongos). Os

oligonucleotideos anti-sentido (SEQ ID NO: 29 e 37) foram dissolvidos em
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solucgéo salina 0,9% (NaCl) e dados em 10 mlL/kg de peso de corpo (~0,2 mL
por injecdo). Tecidos para medicdo de expressdao de mRNA ApoB foi esto-
cado em RNA postrior (Ambion) a —20°C até uso. Andlises de mRNA em je-
juno e figado, colesterol total e LDL em plasma foram realizadas 24 horas
apos ultima injecéo i.v. (ver Figuras 5A, 5B, 6A e 6B).
Exemplo 14: Administracéo roal de compostos oligonucleotideo LNA a ca-
mundongos

Camundongos C57BL/6 920 g) receberam 10 ml/kg, isto &, 0,2
mL, de uma formulagéo preparada recentemente de 1, 0 mL de oligonucleo-
tideo (SEQ ID NOS: 29 ou 37) em H,0 estéril (7,5 mg/mL), 0,1 mL de Tween
80, 1,9 mL de dleo de oliva. A concentragdo final de composto oligonucleoti-

deo: 2,5 mg/mL. A formulagao foi agitada por 1 minuto; sonificada com ultra-
som por 5 minutos (repetido 3 vezes). Nenhum efeito negativo foi observado.
Exemplo 15: Analises in vitro: Resposta a dose em cultura de células (hepa-
tocito humano Huh-7)/Inibicdo Anti-sentido de expressdo de Apo-B100 Hu-
mana |

De acordo com a presente invengdo, uma série de oligonucleoti-
deos foi desenhada para alvejar diferentes regides do mRNA Apo-B100 hu-
mano. Ver Tabela 1 Compostos oligonucleotideos foram avaliados por seu
potencial para nocaute de mRNA Apo-B100 em hepatécitos humanos (célu-
las Huh-7) seguindo tomada auxiliada por lipideo de SE(‘)'ID NOS: 31-32,
36-38, e 40-42 (Figura 8). O experimento foi realizado como descrito em e-
xemplos 5-8. Os resultados mostraram regulagdo descendente muito potente
(>80%) com 25 nM para todos os compostos. Entretanto, em 1 nM somente
2 compostos resultaram em uma regulagdo descendente de mRNA ApoB-
100 tao alta quanto 70% (SEQ ID NO: 37 e 40, a qual é uma regulagdo des-
cendente muito potente (Figura 8).
Exemplo 16: ICso_para 7 oligonucleotideos anti-sentido LNA selecionados

em cultura de células (hepatocitos humanos Huh-7)

Os 7 oligonucleotideos anti-sentido com a melhor regulagdo
descendente in vitro foram selecionados para um estudo de ICs, para deter-

minar a concentragdo do oligonucleotideo anti-sentido para render uma inibi-
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¢ao 50% de expressdo de mRNA ApoB-100. O experimento foi feito como
descrito em exemplos 5-8. Somente SEQ ID NO: 36 e 37 tiveram uma IC50
de cerca de 1 nM, enquanto SEQ ID NO: 38 teve IC 50 tio alta quanto 5,7
(figura 9). Uma IC50 de 0,5 nM indica um composto muito potente, que para
SEQ ID NO; 37 foi confirmado por dados in vivo (exemplos 17 e 18).

Exemplo 17: Duracéo de acdo de dosagem de SEQ ID NO: 37 uma vez, du-

as vezes ou trés vezes
Camundongos C57BL/6 (20 g) receberam 6,25 ou 25 mg/kg/ do-

se i.p. em um, dois ou trés dias consecutivos (tamanho de grupo de 5 ca-

mundongos). Todos os oligonucleotideos anti-sentido foram dissolvidos em -
solugao salina 0,9% (NaCl) e administrados em 10 mL/kg de peso de corpo
(~0,2 mL por inje¢éo). No sacrificio (dias 3, 5, 8, 13 e 21) o peso do figado
foi anotado. Tecidos para medicao de expressdo de mRNA ApoB foi estoca-
do em RNA posterior (Ambion) a —20°C até uso. Andlises de mRNA no figa-
do foram realizadas no sacrificio enquanto colesterol LDL e total em plasma
foram realizadas 24 h, e ou 3 e, 6, 11, e 19 dias ap6s ultima injecdo i.p. (ver
Figura 11). Este estudo mostrou uma regulagédo descendente muito potente
de mRNA ApoB-100 seguindo dosagem com SEQ ID NO: 37. Uma dose re-
sultou em expressdo de mRNA ApoB de 45-60% a partir de dia 3 para dia 8
apds dosagem, enquanto 3 doses resultaram em 85-90% de regulacdo des-
cendente no dia 13 e cerca de 70% no dia 21, mostrando uma duragédo de
acao mais longa que 20 dias no figado quando 2 ou 3 doses foram adminis-
tradas. Expressdao de mRNA ApoB-100 e colesterol total foram medidas co-
mo descrito em exemplos 8 e 12.
Exemplo 18: Regimes de doses de SEQ ID NO 37

Camundongos C57BL/6 (20 g) receberam 2 mg/kg/dose i.p. du-
as vezes por semana por 4 semanas ou 5 mg/kg/dose uma vez por semana

por 4 semanas (tamanho de grupo de 5 camundongos) para examinar o efei-
to sobre regulacao descendente de mRNA ApoB-100 alvo e sobre nivel de
colesterol em plasma (coletado uma vez por semana). O oligonucleotideo
anti-sentido foi dissolvido em solugéo salina 0,9% (NaCl) e administrado em
10 mL/kg de peso de corpo (~0,2 mL por inje¢do). No sacrificio (dia 28) o
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peso do figado foi anotado. Tecidos para medicdo de expressdo de mRNA
ApoB foram estocados em RNA posterior (Ambion) a -20°C até uso. Analises
de mRNA no figado foram realizadas no sacrificio enquanto nivel de coleste-
rol LDL em plasma foi determinado dias 7, 14, 21 e 28 (ver Figura 10). Os
resultados mostraram uma diminuigao linear em nivel de colesterol LDL so-
bre o tempo resultando em uma redugao de 30% no dia 28 comparado ao
dia 7 e o grupo de solugédo salina apds dosagem de 2,5 mg/kg/dose duas
vezes por semanas. Resultados similares foram obtidos dosando a mesma
quantidade total de oligonucleotideo anti-sentido, mas dosando 5 mg/kg/ do-
se somente uma vez por semana. Além disso, o nivel de mRNA ApoB-100
no figado no sacrificio (dia 28) mostrou uma regula¢éo descendente de 30-

-40% apods dosagem 20 mg/kg sobre 28 dias independente do regime de do-

se (uma ou duas doses semanalmente). Estes resultados mostram que uma
significante regulagdo descendente de mRNA ApoB-100 mesmo em baixas
doses de SEQ ID NO: 37, e que esta regulagdo descendente tem um impac-
to sobre a leitura terapéutica medida como uma redugéo de 30% em coleste-
rol LDL em plasma. Expressdo de mRNA ApoB-100 e niveis de colesterol

em plasma foram medidos como descrito em exemplos 8 e 12.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> Santaris A/S
<120> COMPOSTOS ANTAGONISTAS DE RNA PARA A INIBICAO DE EX-
PRESSAO DE APO-B100

<130> 16513PCT00

<160> 68

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 16

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> controle oligonucleotideo LNA scambled

<400> 1

cgtcagtatg cgaatc 16
<210> 2 ‘

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial
- <220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 2

ggtattcagt gtgatg 16
<210> 3 |

<211> 16

<212> DNA

<213>  Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 3

attggtattc agtgtg 16
<210> 4 |
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<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 4

ttgttctgaa tgtcca 16
<210> 5

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 5

tcttgttctg aatgtc , 16
<210> 6 '

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 6

tggtattcag tgtgat 16
<210> 7

<211> - 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 7

ttggtattca gtgtga 16

<210> 8



10

15

20

25

30

60

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 8

cattggtatt cagtgt 16
<210> 9

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 9

gcattggtat tcagtg 16
<210> 10

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 10

agcattggta ttcagt 16
<210> 11

<211> 16

<212> DNA

<213>  Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 11

cagcattggt attcag ‘ 16

<210> 12
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<211> 16
<212>  DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Motivo anti-sentido
<400> 12
tcagcattgg tattca 16
<210> 13
<211> 16
<212> DNA ,
<213>  Artificial
<220>
- <223> Motivo anti-sentido
'<400> 13
ttcagcattg gtattc | 16
<210> - 14 |
211> 16
<212> - DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Mofivo anti-sentido
<400> 14
gftcagcatt ggtatt ' 16
- <210> 15 |
<211> 16
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Motivo anti-sentido
<400> 15 |
agttcagcat tggtat - , : 16

<210> 16
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<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223>  Motivo anti-sentido

<400> 16

aagttcagca ttggta 16
<210> 17

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 17

aaagttcagc attggt 16
<210> 18 |

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 18

atttccatta agttct 16
<210> 19

<211> 16

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 19

ggtatttcca ttaagt ' 16

<210> 20
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<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> |

<223> Motivo anti-sentido

<400> 20

gactcaatgg aaaagt 16
<210> 21

<211> 16

<212> DNA

<213>  Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 21

atgactcaat ggaaaa 16
<210> 22 ' ‘

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 22

gctaacacta agaacc 16
<210> 23

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 23

cactaagaac cagaag 16

<210> 24
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<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 24

ctaagaacca gaagat 16
<210> 25

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 25

tgaatcgggt cgcatc 16
<210> 26 ‘

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo anti-sentido

<400> 26

tgaatcgggt cgcatt 16
<210> 27

<211> '21

<212> RNA

<213>  Artificial

<220>

<223> STRNA

<400> 27

gucaucacac ugaauaccaa u 21
<210> 28 '
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<211> 23

<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> S1RNA

<400> 28

auugguauuc agugugauga cac 23
<210> 29

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 2

<220> -

<221> Oligonucleotideo modificado LNA
<222> (L..03)

<220>

<221> Ligacao fosforotioato

<222> ..a1as

<220>

<221> '01igonuc1eot{deo modificado LNA
<222> (13)..(1%

<400> 29

ggtattcagt gtgatg ' 16
<210> 30

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 3

<220>

Nucleotideo modificado LNA
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<222> ..

<220>

<221> Ligacdo fosforotioato
<222> D..1%

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(@5

<400> 30

attggtattc agtgtg 16
<210> 31

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 3

<220> |

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> ..

<220>

<221> Ligacao fosforotioato
<222> (D..a15

<220> _

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(@15)

<400> '31

attggtéttc agtgtg | 16
<210> 32

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223>

Motivo N° 4
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<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> D..d

<220>

<221> Ligacao fosforotioato
<222> (D..(15)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(@5)

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
222> (14)..(15) |
<400> 32

ttgttctgaa tgtcca

<210> 33

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 5

<220>

<221>  Ligacdo fosforotioato
<222> (D..@A5)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> ..

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> (2)..(2)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(15) |
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<400> 33

tcttgttctg aatgtc

<210> 34

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 8

<220>

<221> Citosina LNA modificada com S5-metila
<222> ..V

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> L..»

<220>

<221> Ligacdo fosforotioato
<222> (D..15

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(15)

<400> 34

cattggtatt cagtgt

<210> 35

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> |

<223> Motivo N° 9

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> L..4d
<220>
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<221> Ligacdao fosforotioato

<222> (D..15

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> (2)..(2>

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<400> 35

gcattggtat tcagtg . 16
<210> 36

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 10

<220> |

<221> Ligacdo fosforotioato

<222> (D..1%

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> ..®

<220>

<221> citosina LNA modificada com 5-metila
<222> 3)..3

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> (13)..(13)

<400> 36
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agcattggta ttcagt | 16
<210> 37

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 11

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> ..M

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (D..3

<220>

<221> Ligacdao fosforotioato

<222> (L..15

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> (14)..(14)

<400> 37

cagcattggt attcag 16
<210> 38

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 11

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
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<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>

_<220>

<221>
<222>
<400>

71

..V

Nucleotideo modificado LNA
L..4»

Ligacdao fosforotioato

..as

Ccitosina LNA modificada com 5-metila
4..4

Nucleotideo modificado LNA
(13)..(15)

citosina LNA modificada com 5-metila
(14)..(14) '
38

cagcattggt attcag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>

39

16

DNA
Artificial

Motivo N° 19

Nucleotideo modificado LNA

..

Ligacdo fosforotioato

(D..1A5

Nucleotideo modificado LNA
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<222> (13)..(@5)

<220>

<221> Ccitosina LNA modificada com 5-metila
<222> (15)..(15)

<400> 39

atttccatta agttct

<210> 40

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 19

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> ..

<220>

<221> Ligacdao fosforotioato
<222> (1)..(15)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(15)

<400> 40

ggtatttcca ttaagt

<210> 41

<211> .16

<212> DNA

<213>  Artificial

<220>

<223> Motivo N° 20

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (D..4)
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<220>

<221> Ligacdao fosforotioato
<222> (D..15

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> 3)..03)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(15)

<400> 41

gactcaatgg aaaagt 16
<210> 42

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 21

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> ..

<220>

<221>  Ligacdo fosforotioato
<222> (D..(15

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(15)

<400> 42

atgactcaat ggaaaa 16
<210> 43

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial
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<220>

<223> Motivo N° 22

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> Q..

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
222> (@..@

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<220>

<221> Ligacdao fosforotioato

<222> (L..a5

<220>

<221> Citosina LNA modificada com S5-metila

<222> (15)..(15)

<400> 43

gctaacacta agaacc 16

<210> 44

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 23

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
. <222> ..

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> D..»
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<221> Ligac¢dao fosforotioato

<222> ..as

<220>

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> 3)..03)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<400> 44

cactaagaac cagaag 16
<210> 45

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 24

<220>

<221> citosina LNA modificada com 5-metila
<222> ..

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> D..4d

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(15)

<220>

<221> Ligacao fosforotioato

<222> (1)..(@as

<400> 45

ctaagaacca gaagat ' 16
<210> 46

<211> 16
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<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 25

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> .. »

<220> |

<221> Citosina LNA modificada com 5-metila
<222> (13)..(@13)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> (13)..(@5)

<220>

<221> Ligacao fosforotioato
<222> (1..(@a5)

<400> 46

tgaatcgggt cgcatc

<210> 47

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo N° 26

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA
<222> 1)..(4)

<220>

<221> Ligacao fosforotioato
<222> (D..(5)

<220> |

<221> Citosina LNA modificada com S5-metila
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<222> (13)..(13)

<220>

<221> Nucleotideo modificado LNA

<222> (13)..(@15

<400> 47

tgaatcgggt cgcatt 16
<210> 48

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> Si1RNA nao-conjugado

<400> 48

gucaucacac ugaauaccaa u 21
<210> 49

<211> 23

<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> SiRNA ndo-conjugado

<400> 49

auugguauuc agugugauga cac 23
<210> 50

<211> 21

<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> SiRNA conjugado com colesterol

<400> 50

gucaucacac ugaauaccaa u 21
<210> 51

<211> 23
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<212> RNA

<213> Artificial

<220>

<223> SiRNA conjugado com colesterol

<400> 51

auugguauuc agugugauga cac _ 23
<210> 52

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 52

agcctcgtcc cgtagacaaa at 22
<210> 53

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 53

gttgatggca acaatctcca cttt 24
<210> 54

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 54

ccttccttct tgggtatgga a 21
<210> 55

<211> 21
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<212> DNA .

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 55

gctcaggagg agcaatgatc t 21
<210> 56

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 56

gcccattgtg gacaagttga tc 22
<210> 57

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotideo

<400> 57

ccaggacttg gaggtcttgg a 21
<210> 58

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda mApoB Tagman

<400> 58

aagccagggc ctatctccgc atcc 24
<210> 59

<211> 8
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gtattcag

- <210>

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggtattca
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
tcagcatt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gcattggt
<210>
<211>

80

DNA
Artificial

Motivo alvo
59

60

8

DNA
Artificial

Motivo alvo
60

61
8
DNA

Artificial

Motivo alvo
61

62

8

DNA
Artificial

Motivo alvo
62

63
29
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<212> DNA .
<213> Artificial
<220>
<223> Motivo alvo
<400> 63
aaagttcagc attggtattc agtgtgatg 29
<210> 64
<211> 19
<212> - DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Motivo alvo
- <400> 64
ggtatttcca ttaagttct 19
<210> 65
<211> 18
<212> DNA
<213> - Artificial
<220>
<223> Motivo alvo
<400> 65
atgactcaat ggaaaagt 18
<210> 66
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Motivo alvo
<400> 66
cactaagaac cagaaccaga agat 24
<210> 67

<211> 16
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<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Motivo alvo

<400> 67

tgaatcgggt cgcaty 16
<210> 68

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> SUbseqUéncia/mdtivo oligo preferido
<400> 68

tcttgttctg aatgtcca 18
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REIVINDICACOES

1. Composto oligomérico consistindo em um total de 12-50 nu-
cleotideos e/ou analogos de nucleotideos, caracterizado pelo fato de que o
dito composto compreende uma subseqiéncia de pelo menos 10 nucleoti-
deos ou analogos de nucleotideos, a dita subsequéncia correspem quendo a
uma seqiéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 59, 60,
61, 62, 63, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17, em que o dito
composto compreende pelo menos 3 analogos de nucleotideos.

2. Composto de acordo com a reivindica¢ao 1, caracterizado pe-
lo fato de que consiste em um oligonucleotideo de fita dupla, em que cada
fita compreende um total de 16-30 nucleotideos e/ou andlogos de nucleoti-
deos, em que o dito composto compreende uma subsequiéncia de pelo me-
nos 10 nucleotideos ou analogos de nucleotideos, a dita subsequéncia es-
tando localizada dentro de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOS: 59,
60, 61, 62, 63, 2, 3,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17, em que o dito
composto compreende pelo menos 3 analogos de nucleotideos.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracteriza-
do pelo fato de que a dita subsequéncia compreende os ditos pelo menos
trés analogos de nucleotideos.

4. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 3, caracterizado pelo fato de que a dita subseqiiéncia compreende um esti-
ramento de 2-6 analogos de nubleotideos, seguido por um estiramento de 4-
12 nucleotideos, que é seguido por um estiramento de 2-6 analogos de nu-
cleotideos.

5. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 4, caracterizado pelo fato de que a dita subseqiéncia compreende 1 ou 2
desemparelhamentos quando comparada com a correspondente sequéncia
na dita sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 59,
60, 61,62,63,2,3,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17.

6. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 5, caracterizado pelo fato de que consiste em 12-25 nucleotideos ou ana-
logos de nucleotideos.
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7. Composto de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pe-
lo fato de que consiste em 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, ou 22 nucleotideos ou
analogos de nucleotideos.

8. Composto de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pe-
lo fato de que consiste em 15 ou 16 nucleotideos ou analogos de nucleoti-
deos.

9. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 8, caracterizado pelo fato de que os ditos nucleotideos compreendem um
grupo de ligagédo selecionado do grupo consistindo em um grupo fosfato, um
grupo fosforotioato, e um grupo boranofosfato, a ligagdo internucleosideo
podendo ser -O-P(0).-0-, -O-P(0,S)-O-.

10. Composto de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que a dita ligagcao é um grupo fosfato.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que a dita ligagao é um grupo fosforotioato.

12. Composto de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que todas as ligagées sao grupos fosforotioato.

13. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 12, caracterizado pelo fato de que compreende de 3-12 anélogos de nu-
cleotideos.

14. Composto de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado
pelo fato de que compreende 6 ou 7 analogos de nucleotideos.

15. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 14, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dos ditos analogos de
nucleotideos € um acido nucléico fechado (LNA), assim como pelo menos
trés, ou todos os analogos de nucleotideos sdo LNA.

' 16. Composto de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o LNA é selecionado de beta-D-6xi-LNA, aIfa-L-6xi-LNA,
beta-D-amino-LNA e beta-D-tio-LNA.

17. Composto de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que os ditos nucleosideos e/ou LNAs sdo ligados por meio de
grupo fosfato ou fosforotioato. |
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18. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 17, caracterizado pelo fato de que a subseqiéncia é selecionada do grupo
consistindo em: SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO: 11. '

19. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 18, caracterizado pelo fato de que a subseqléncia é selecionada do grupo
consistindo em: SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, e SEQ ID
NO: 12.

20. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicag¢oes 1
a 19, caracterizado pelo fato de que apresenta a férmula

5'-[(LNA)2-6-(DNA/RNA)4-12-(LNA)2-6-(AND-RNA)0-1]-3’ ou

5’-[(LNA)3-4-(DNA/RNA)8-9-(LNA)3-(AND/RNA)1]-3’
em que “LNA” designa um nucleotideo LNA e “DNA” e “RNA” designam um
desoxirribonucleotideo e um ribonucleotideo, respectivamente.

21. Composto, caracterizado pelo fato de que é selecionado do
grupo consistindo em SEQ ID NOS: 29, 30, 31, 34, 35, 36, 37, ou 38.

22. Composto de acordo com a reivindica¢do 20, caracterizado
pelo fato de que é SEQ ID NO: 29.

23. Composto de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado
pelo fato de que € SEQ ID NO: 30.

24. Composto de acordo com a reivindicacao 20, caracterizado
pelo fato de que € SEQ ID NO: 37.

25. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 24, caracterizado pelo fato de que consiste em 13 ou 14 nucleotideos ou
analogos de nucleotideos.

26. Conjugado, caracterizadb pelo fato de que compreende o
composto como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25, e pelo
menos uma por¢ao nao-nucleotideo ou nao-polinucleotideo ligada covalen-
temente ao dito composto.

27. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um composto como definido em qualquer uma das reivindica-

¢oes 1 a 25 ou um conjugado como definido na reivindicacdo 26, e um dilu-
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ente, veiculo ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel.

28. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 27,
caracterizada pelo fato de que é adaptada para administracao oral.

29. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 27
ou 28, caracterizada pelo fato de que ainda compreende pelo menos um
composto de diminui¢gao de colesterol.

30. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 29,
caracterizada pelo fato de que o dito composto é selecionado do grupo con-
sistindo em resinas sequestrantes de sal de bile (por exemplo, colestiramina,
colestipol, e cloridrato de colesevelam), inibidores de HMGCoA redutase (por
exemplo, lovastatina, cerivastatina, prevastatina, atorvastatina, simvastatina,
e fluvastatina), acido nicotinico, derivados de &cido fibrico (por exemplo, clo-
fibrato, gemfibrozil, fenofibrato, bezafibrato e ciprofibrato), probucol, neomi-
cina, dextrotiroxina, ésteres de estanol de planta, inibidores de absorgcao de
colesterol (por exemplo, ezetimibe), implitapide, inibidores de transportado-
res de acido de bile (transportadores de acido de bile dependentes de sddio
apical), reguladores de CYP7a hepatica, terapéuticas de substituicdo de es-
trogénio (por exemplo, tamoxifeno), e antiinflamatérios (por exemplo, gluco-
corticoides).

31. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 25 ou um conjugado como definido na reivindicagao 26, caracterizado pelo
fato de que é para uso como um medicahento.

32. Uso de um composto como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 25 ou um conjugado como definido na reivindicagao 26,
caracterizado pelo fato de que é para a fabricagao de um medicamento para
o tratamento de niveis anorrhais de Apo-B100.

' 33. Uso de acordo com a reivindicacdo 32, caracterizado pelo
fato de que os ditos niveis anormais de Apo-B100 estao correlacionados a
presenca de uma condicdo médica selecionada do grupo consistindo em:
aterosclerose, hipercolesterolemia ou hiperlipidemia.

34. Método de tratamento de um sujeito sofrendo de uma doen-

¢a ou condi¢ao selecionada de aterosclerose, hipercolesterolemia, e hiperli-
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pidemia, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de administra-
¢ao de um conjugado como definido na reivindicagao 26 ou uma composicao
farmacéutica como definida em qualquer uma das reivindicagdes 27 a 30, ao
sujeito em sua necessidade. '

35. Método de acordo com a reivindicagao 34, caracterizado pe-
lo fato de que o conjugado ou a composi¢do farmacéutica é administrada
oralmente.

36. Método para regulagao descendente de apolipoproteina B,
caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de administracdo de um
conjugado como definido na reivindicagao 26 ou uma composigao farmacéu-
tica como definida em qualquer uma das reivindica¢gdes 27 a 30, a um sujei-

to, tal como o sujeito definido na reivindicagao 34.
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Fig.1A

regulagéo descendente alvo de ApoB
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Expressao alvo de ApoB em células BNLCL2
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Expressdo de ApoB normalizada em figado seguindo
tratamento com siRNA e LNA anti-sentido

_,1
na &
N
pod

444 1

B ==

Expressdo de ApoB normalizada para
Gapdh em relagéo a solugéo sali

) e2s | 125 |25mgka|- 625 | 125 { 20 mgkg| 50 mglkg| 50 mglkg
1 - | . mghkg | mglkg - _mgkg | mgkg | : :
Solugéo o : : g S 4
salita | - SEQIDNo:29 | SEQIDNec:30 - | SIRNA | SIRNA
R Sy ABoB100 | ApoB100
’ -Chol *.

Tratamento (3x i.v.) / composto / dose

Fig.2B

Expresséo de ApoB normalizada em jejum seguindo tratamento.
com LNA anti-sentido e siRNA

| 625 | 1255 |25mgkg| - 6.25 12.5 | 20 mgkg| 50 mglkg| 50 mg/kg

. mg/kg mg/kg | mgkg | mglkg SUR (R
Sé%%?aao : SEQ ID No: 29 : 'SEQ ID No: 30 SIRNA '| SiRNA

‘ o : . .. {ApoB100 ApoEAIOO
-Cho

Expresséo de ApoB normalizada para
Gapdh relacionada a solugao salina (%)

tratamento (3x i.v.) / composto / dose
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Niveis relativos de colesterol em plasma a partir

de anima_is tratados com siRNA e LNA anti-sentido

Expressao rel para tratada
com solugao salina ()

& teies S
- . |25mgkg| 625 | 125 |20:mg/kg |50 mg/kg | 50 mglkg
. : "1 mglkg mg/kg o .
- 1 Solugago'}- = - - N 1 . . .
' ina | . 129 - 1D No: 30 RNA
. salina . 'SEQIDNo:29 - SEQIDNo:30 1 SeiN0o | Aperioo
' " Chol
Tratamento (3x i.v.}) / composto / dose
Fig4
Expressao alvo de ApoB-100 em células Hepa1-6
O ® ’
’é ® 250
Z = 200- T
°<E £ 150
o}
S € 100 +F
o9 i
m O 50 11 f;‘ 3
2% = o B2 W e 15
8 -
oY 8_ 1Falso! 1nM | 125 | 0.04 {02nM| 1nM | 5nM | 125 | 25nM| 50 nM
i < | ™M | nM A
SEQ ID No: 29 SEQ ID No: 37
Composto
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Expressao de ApoB-100 em figado

4]
£
8 140
o
'S 120 h T
3
& 100 -
o
g 80 - T
©
°® 60 - =
m ‘o
9 40 I -
° 20 A I
: il
@ 0 - :
§ 6.25 mg/kg|12.5 mgikg} 25 mgrkg | 50 mg/kg | 50 mg/kg |6.25 mg/kgl125mglkg| 25 mglkg
d Soluca .
=3 saling SEQ ID No: 29 siRNA | SIRNA SEQID No: 37
w . ' Chol -
Oligo / tratamento
Fig.5B

Expressao de ApoB100 normalizada em jejum

60 -

6.25 mg/kg|12.5 mglkg] 25 mg/kg |6.25 mg/kg]12.5 mg/kg! 25 mglkg | 50 mgrkg | 50 mglkg

So’h’gaéo SEQ D No: 29 SEQ- D No: 37 SiRNA SiRNA
sa ApoB100 Ap8E1|00
- (o]

Oligo / tratamento
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Fig.6A
Niveis relativos de colesterol total em plasma de
animais tratados com siRNA e LNA anti-sentido
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2 salina SEQ ID No: 29 SEQID No: 3 i
5 A%Icfg\%ﬁo ApoB100
Tratamento (3x i.v.) / composto / dose
Fig.eB

Nivel relativo para tratados
com solugao salina (%,

Niveis relativos de LDL em plasma de animais
... tratados com siRNA e LNA anti-sentido
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Solugéo
salir?a SEQIDNo: 29 SEQ D No: 37

Tratamento (3x i.v.) / composto / dose

SIRNA | ,SIRNA

ApoB100 | AR2B100
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Fig.7

GTATTCAG SEQ ID No. 59
GGTATTCA SEQ ID No. 60
. TCAGCATT SEQ ID No. 61
GCATTGGT SEQ ID No. 62
AAAGTTCAGCATTGGCTATTCAGTGTGATG : SEQ ID No. 63

GGTATTCAGTGTGATG SEQ ID No. 2

ATTGGTATTCAGTGTG SEQ ID No. 3
CAGCATTGGTATTCAG SEQ ID No. 11
TGGTATTCAGTGTGAT ' SEQ ID No. 6

TTGGTATTCAGTGTGA SEQ ID No. 7

CATTGGTATTCAGTGT ‘ SEQ ID No. 8

GCATTGGTATTCAGTG o SEQ ID No. 9
AGCATTGGTATTCAGT SEQ ID No. 10
CAGCATTGGTATTCAG ' SEQ ID No. 11
TCAGCATTGGTATTCA SEQ ID No. 12
TTCAGCATTGGTATTC : SEQ ID No. 13
GTTCAGCATTGGTATT SEQ ID No. 14
AGTTCAGCATTGGTAT : : SEQ ID No. 15
. BAGTTCAGCATTGGTA , SEQ ID No. 16
AAAGTTCAGCATTGGT SEQ ID No. 17
GGTATTTCCATTAAGTTCT . B SEQ ID No. 64
ATTTCCATTAAGTTCT - SEQ ID No. 18
GGTATTTCCATTAAGT : SEQ ID No. 19
ATGACTCAATGGAAAAGT SEQ ID No. 65
GACTCAATGGRABAGT - : SEQ ID. No. 20
ATGACTCAATGGAARA : , SEQ ID No. 21
CACTAAGAACCAGAACCAGAAGAT SEQ ID No. 66
GCTAACACTAAGARACC ' SEQ ID No. 22
CACTAAGRACCAGAAG SEQ ID No. 23
CTAAGAACCAGAAGAT . SEQ ID No. 24
TGAATCGGGTCGCATY SEQ ID No. 67
TGARTCGGGTCGCATC SEQ ID No. 25
TGAATCGGGTCGCATT SEQ ID No. 26
TCTTGTTCTGAATGTCCA SEQ ID No. 68

TTGTTCTGAATGTCCA _ SEQ ID No 4.

TCTTGTTCTGAATGTC SEQ ID No 5.



7/9

expressao de ARNm hApoB/hGAPDH de HUH-7
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mApoB/GAPDH de figado seguindo
tratamento com SEQ ID NO: 37
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mApoB/GAPDH de figado seguindo tratamento com SEQ ID NO: 37
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RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSTOS ANTAGONISTAS DE'RNA PARA A
INIBICAO DE EXPRESSAO DE APO-B100".

A presente invengao refere-se a oligonucleotideos direcionados
contra o gene Apo-B100 sdao providos para modulagdo de expressao de
Apo-B100. As composicoes compreendem oligonucleotideos, particularmen-
te oligonucleotideos anti-sentido, alvejados para acidos nucléicos codificén-

~do Apo-B100. Métodos de utilizagdo destes compostos para modulagéo de

expressdo de Apo-B100 e para o tratamento de doengas associadas com’
superexpressdo de Apo-B100, expressao de Apo-B100 com mutagao ou
ambas sdo providos. Exemplos de doengas sao cancer tais como canceres
de pulmao, mama, célon, prostata, pancreas, pulmao, figado, tiréide, rim,
cérebro, testiculos, estdmago, intestinos, corddo espinhal, sinos, bexiga, tra-
to urinario ou ovario. Os oligonucleotideos podem.ser compostos por deso-
xirribonucleosideos ou um analogo de acido nucléico tal como por exemplo,

acido nucléico fechado ou uma combinagdo dos mesmos.
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