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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "AGENTE
DE RNAi DE FITA DUPLA CAPAZ DE INIBIR A EXPRESSAO DE
PCSK9, SEUS USOS, COMPOSICAO FARMACEUTICA E METODO
DE INIBIGAO DA EXPRESSAO DE PCSK9 EM UMA CELULA IN
VITRO".
Pedidos Relacionados
[001] Este pedido reivindica prioridade sobre o Pedido Provisorio
dos E.U.A. No. 61/733.518, depositado a 5 de dezembro, 2012; Pedido
Provisério dos E.U.A. No. 61/793.530, depositado a 15 de mar¢o, 2013;
Pedido Provisério dos E.U.A. No. 61/886.916, depositado a 4 de
outubro, 2013; e Pedido Provisorio dos E.U.A. No. 61/892.188,
depositado a 17 de outubro, 2013. Este pedido esta também relacionado
com o Pedido Provisorio dos E.U.A. No. 61/561.710, depositado a 18 de
novembro, 2011. Os conteudos inteiros de cada um dos pedidos de
patentes provisorias anteriores sdo deste modo incorporados aqui por
referéncia.
Listagem de Sequéncias
[002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que
foi submetida eletronicamente em formato ASCIl e é deste modo
incorporada por referéncia na sua totalidade. A referida copia ASCII,
criada em 29 de outubro, 2013, € chamada 121301-00420_SL.txt e tem
433.512 bytes em tamanho.
Antecedentes da Invencéo
[003] A pré-proteina convertase subtilisina quexina 9 (PCSK9) é
um membro da familia das serinas proteases subtilisinas. As outras oito
proteases subtilisinas de mamifero, PCSK1-PCSK8 (também chamada
PC1/3, PC2, furina, PC4, PC5/6, PACE4, PC7, e S1P/SKI-1) sdo pro-
proteina convertases que processam uma ampla variedade de
proteinas na via secretora e desempenham papéis em diversos

processos biolégicos (Bergeron, F. (2000) J. Mol. Endocrinol. 24, 1-22,
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Gensberg, K., (1998) Semin. Cell Dev. Biol. 9, 11-17, Seidah, N. G.
(1999) Brain Res. 848, 45-62, Taylor, N. A., (2003) FASEB J. 17, 1215-
1227, e Zhou, A., (1999) J. Biol. Chem. 274, 20745-20748).

[004] Foi proposto que PCSK9 desempenha um papel no
metabolismo do colesterol. A expressdao de RNAmMm de PCSK9 é
infrarregulada por alimentacéo de colesterol dietético em camundongos
(Maxwell, K. N., (2003) J. Lipid Res. 44, 2109-2119), suprarregulada por
estatinas em células HepG2 (Dubuc, G., (2004) Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 24, 1454-1459), e suprarreguladas em camundongos
transgénicos com proteina de ligacéo ao elemento regulador de esterol
(SREBP) (Horton, J. D., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 12027-
12032), similar as enzimas biossintéticas do colesterol e ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR). Além do mais se descobriu que
mutacdes de sentido trocado de PCSK9 estdo associadas a uma forma
de hipercolesterolemia dominante autossémica (Hchola3) (Abifadel, M.,
et al. (2003) Nat. Genet. 34, 154-156, Timms, K. M., (2004) Hum. Genet.
114, 349-353, Leren, T. P. (2004) Clin. Genet. 65, 419-422). PCSK9
pode também desempenhar um papel na determinacédo dos niveis de
colesterol LDL na populacéo geral, porque polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) foram associados a niveis de colesterol em uma
populagao japonesa (Shioji, K., (2004) J. Hum. Genet. 49, 109-114).
[005] As hipercolesterolemias dominantes autossémicas (ADHS)
sdo doencas monogénicas nas quais 0s pacientes exibem niveis de
colesterol total e LDL elevados, xantomas tandem, e aterosclerose
prematura (Rader, D. J., (2003) J. Clin. Invest. 111, 1795-1803). A
patogénese de ADHs e uma forma recessiva, hipercolesterolemia
recessiva autossémica (ARH) (Cohen, J. C., (2003) Curr. Opin. Lipidol.
14, 121-127), é devido a deficiéncias na captacdo de LDL pelo figado.
A ADH pode ser causada por mutacdes de LDLR, que previnem a

captacdo de LDL, ou por mutacdes na proteina em LDL, apoliproteina
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B, que se liga ao LDLR. A ARH é causada por muta¢cGes na proteina
ARH que sdo necessérias para endocitose do complexo LDLR-LDL
através da sua interacdo com clatrina. Portanto, se as mutacdes de
PCSK9 sado causais em familias de Hchola3, parece provavel que
PCSK9 desempenhe um papel na captacdo de LDL mediada por
receptores.

[006] Estudos de superexpressdo apontam para o papel de
PCSKO9 no controle dos niveis de LDLR e, consequentemente, captacao
de LDL pelo figado (Maxwell, K. N. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101, 7100-7105, Benjannet, S., et al. (2004) J. Biol. Chem. 279, 48865-
48875, Park, S. W., (2004) J. Biol. Chem. 279, 50630-50638). A
superexpressao mediada por adenovirus de PCSK9 de camundongo ou
humano durante 3 ou 4 dias em camundongos resulta em niveis de
colesterol total e LDL elevados; este efeito ndo € visto em camundongos
nocaute em LDLR (Maxwell, K. N. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101, 7100-7105, Benjannet, S., et al. (2004) J. Biol. Chem. 279, 48865-
48875, Park, S. W., (2004) J. Biol. Chem. 279, 50630-50638).
Adicionalmente, a superexpressdao de PCSK9 resulta em uma reducéo
acentuada na proteina LDLR hepatica, sem afetar os niveis de RNAm
de LDLR, niveis de proteina SREBP, ou razdo de proteina SREBP
nuclear em relacéo a citoplasmatica.

[007] Embora a prépria hipercolesterolemia seja assintomatica, a
elevacao prolongada do colesterol no soro pode levar a aterosclerose.
Ao longo de um periodo de décadas, colesterol no soro cronicamente
elevado contribui para formacédo de placas ateromatosas nas artérias, o
que levar a estenose progressiva ou mesmo oclusdo completa das
artérias envolvidas. Adicionalmente, as placas menores podem romper
e causar a formacdo de um coagulo e obstruir o fluxo sanguineo
resultando em, por exemplo, infarto do miocardio e/ou acidente vascular

cerebral. Se a formacdo da estenose ou oclusédo for gradual, o
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fornecimento de sangue aos tecidos e 6rgaos diminui lentamente até a
funcdo dos 6rgaos se tornar comprometida.
[008] Portanto, existe uma necessidade na técnica de tratamentos
eficazes para doencas associadas a PCSK9, tais como uma
hiperlipidemia, por exemplo, hipercolesterolemia.
Sumario da Invencao
[009] Como descrito em mais detalhe em baixo séo divulgadas aqui
composicdes compreendendo agentes de RNAI, por exemplo, agentes de
RNAI de fita dupla, se dirigindo a PCSK9. Séo também divulgados aqui
métodos usando as composi¢cdes da invencédo para inibicdo da expressao
de PCSK9 e para tratamento de patologias relacionadas com expressao
de PCSKY9, por exemplo, hipercolesterolemia.
[0010] Portanto, em um aspecto, a presente invencdo proporciona
agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes
de inibirem a expressdo da Pro-Proteina Convertase Subtilisina
Quexina 9 (PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAI de fita
dupla compreende uma fita senso complementar com uma fita
antissenso, em que a fita antissenso compreende uma regiao
complementar com parte de um RNAm codificando PCSK9, em que
cada fita tem cerca de 14 a cerca de 30 nucleotideos em comprimento,
em que o agente de RNAI de fita dupla é representado pela férmula (ll1):
Senso: 5 Np-Na-(X X X) -Np-Y Y Y -Nb-(Z Z Z)j-Na- ng 3'
antissenso: 3' np'-Na"-(X'X'X')«-Np-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'- nq' 5' (11)
[0011] em que:
[0012] I, ], k, e | sdo cada um independentemente O ou 1;
[0013] p, P, 4, € q' sdo cada um independentemente 0-6;
[0014] cada Na e Na' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinac¢des, compreendendo

cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente modificados;
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[0015] cada Ny e Np' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinagdes;
[0016] cada np, np', ng, € Ng', cada um dos quais pode ou ndo estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
[0017] XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos;
[0018] as modificacbes em Ny diferem da modificacdo em Y e as
modificagbes em Ny’ diferem da modificagdo em Y'; e
[0019] em gue a fita senso estad conjugada com pelo menos um
ligante.
[0020] Em uma modalidade, 1€ 0;jé€0;ié1;je 1; ambosie|jsao
0; ou ambos i e j sdo 1. Em outra modalidade, k € 0; € 0; ke 1; 1 é 1;
ambos k e | séo 0; ou ambos k e | séo 1.
[0021] Em uma modalidade, XXX é complementar com X'X'X', YYY
€ complementar com Y'Y'Y', e ZZZ é complementar com Z'Z'Z'.
[0022] Em uma modalidade, o motivo YYY ocorre no ou proximo do
sitio de clivagem da fita senso.
[0023] Em uma modalidade, o motivo Y'Y'Y' ocorre nas posicoes 11,
12 e 13 da fita antissenso a partir da extremidade 5'.
[0024] Em uma modalidade, Y’ é 2'-O-metila.
[0025] Em uma modalidade, a formula (lll) é representada pela
férmula (llla):

Senso: 5Np-Na-YYYVY-Na-nq3

antissenso: 3' np-Na- Y'Y'Y'- Na- ng 5' (Il1a).
[0026] Em outra modalidade, a formula (lll) € representada pela
férmula (IlIb):

Senso: S NMp-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-nq3'

antissenso: 3' np-Na- YY'Y'-Np-Z'Z'Z'- Na- ng 5' (111b)
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[0027] em que cada Ny e Ny’ representa independentemente uma
sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 1-5 nucleotideos
modificados.

[0028] Ainda em outra modalidade, a férmula (lll) é representada

pela formula (llic):

sSenso: 5nNp-Na—XXX-Np-YYY-Na-ng3
antissenso: 3' np-Na- X'X'X'-Np- YY'Y'- Na- ng 5' (Il1c)
[0029] em que cada Ny e Ny’ representa independentemente uma

sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 1-5 nucleotideos

modificados.
[0030] Em uma modalidade, a formula (lll) é representada pela
formula (111d):

senso: 5'Np-Na—=XXX-Np-YYY-Np-ZZZ-Na
- Ng 3'

antissenso: 3' Np-Na- X'X'X'- Np-Y'Y'Y'-Np-Z'Z'Z'- Na- ng 5'
(11d)
[0031] em que cada Ny e Ny representa independentemente uma
sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 1-5 nucleotideos modifi-
cados e cada Na e N4’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-10 nucleotideos modificados.
[0032] Em uma modalidade, a regiao de fita dupla tem 15-30 pares
de nucleotideos em comprimento. Em outra modalidade, a regido de fita
dupla tem 17-23 pares de nucleotideos em comprimento. Ainda emm
outra modalidade, a regidao de fita dupla tem 17-25 pares de
nucleotideos em comprimento. Em uma modalidade, a regido de fita
dupla tem 23-27 pares de nucleotideos em comprimento. Em outra
modalidade, a regido de fita dupla tem 19-21 pares de nucleotideos em
comprimento. Em outra modalidade, a regido de fita dupla tem 21-23
pares de nucleotideos em comprimento. Em uma modalidade, cada fita

tem 15-30 nucleotideos.
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[0033] Em uma modalidade, as modificagdes nos nucleotideos séo
selecionadas do grupo consistindo em LNA, HNA, CeNA, 2’'-metoxietila,
2'-O-alquila, 2’-O-alila, 2’-C-alila, 2’-fldor, 2’'-deoxi, 2’-hidroxila, e suas
combinagfes. Em outra modalidade, as modifica¢cdes nos nucleotideos
sdo modificacBes de 2'-O-metila ou 2'-flGor.

[0034] Em uma modalidade, o ligante € em um ou mais derivados
de GalNAc anexados através de um ligante ramificado bivalente ou

trivalente. Em outra modalidade, o ligante &
OH

HO
S H H
HO OV\/\H/N\/\/N

[0035] Em uma modalidade, o ligante estd anexado a extremidade

3’ da fita senso.
[0036] Em uma modalidade, o agente de RNAI esta conjugado com

o ligante como mostrado no seguinte esquema

[0037] em que X € O ou S. Em uma modalidade, X € O.
[0038] Em uma modalidade, o agente compreende adicionalmente

pelo menos uma ligacdo internucleotidica de fosforotioato ou
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metilfosfonato.

[0039] Em uma modalidade, a ligacdo internucleotidica de
fosforotioato ou metilfosfonato esta no terminal 3’ de uma fita. Em uma
modalidade, a fita € a fita antissenso. Em outra modalidade, a fita é a
fita senso.

[0040] Em uma modalidade, a ligacdo internucleotidica de
fosforotioato ou metilfosfonato esta no terminal 5’ de uma fita. Em uma
modalidade, a fita € a fita antissenso. Em outra modalidade, a fita é a
fita senso.

[0041] Em uma modalidade, a ligacdo internucleotidica de
fosforotioato ou metilfosfonato esta em ambos os terminais 5" e 3" de
uma fita. Em uma modalidade, a fita € a fita antissenso.

[0042] Em uma modalidade, o par de bases na posicdo 1 da
extremidade 5’ da fita antissenso do duplex € um par de bases AU.
[0043] Em uma modalidade, os nucleotideos de Y contém uma
modificacdo de 2'-flUor.

[0044] Em uma modalidade, os nucleotideos de Y’ contém uma
modificacdo de 2’-O-metila.

[0045] Em uma modalidade, p">0. Em outra modalidade, p'=2.
[0046] Em uma modalidade, q’=0, p=0, q=0, e os nucleotideos da
saliéncia de p’ sdao complementares com o RNAm alvo. Em outra
modalidade, q'=0, p=0, q=0, e os nucleotideos da saliéncia de p’ néo
sao complementares com o RNAm alvo.

[0047] Em uma modalidade, a fita senso tem um total de 21
nucleotideos e a fita antissenso tem um total de 23 nucleotideos.
[0048] Em uma modalidade, pelo menos um np’ esta ligado a um
nucleotideo da vizinhanca através de uma ligacao de fosforotioato.
[0049] Em uma modalidade, todos os np' estdo ligados a
nucleotideos da vizinhanca através de ligacGes de fosforotioato.

[0050] Em uma modalidade, o agente de RNAI é selecionado do

Peticaio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 14/294



91277

grupo de agentes de RNAI listados na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 9,
Tabela 10, Tabela 12 e Figura 12.
[0051] Em uma modalidade, o agente de RNAI é selecionado do
grupo consistindo em AD-53815, AD-56663, AD-56658, AD-56676, AD-
56666, AD-57928, e AD-60212.
[0052] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona agentes
de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes de
inibirem a expresséo da Pro-Proteina Convertase Subtilisina Quexina 9
(PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAIi de fita dupla
compreende uma fita senso complementar com uma fita antissenso, em
gue a fita antissenso compreende uma regido complementar com parte
de um RNAm codificando PCSK9, em que cada fita tem cerca de 14 a
cerca de 30 nucleotideos em comprimento, em que o0 agente de RNAI
de fita dupla é representado pela formula (lll):
senso: 5' Np-Na-(X X X) -No-Y Y'Y -Np-(Z Z Z);j-Na- ngq 3'
antissenso: 3" np"-Na"-(X'X'X")-Nb-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'- ng'

5' (1)
[0053] em que:
[0054] I, J, k, e | sGo cada um independentemente O ou 1;

[0055] P, P, 9, € q' sdo cada um independentemente 0-6;

[0056] cada Na e Na' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estédo ou
modificados ou nao modificados ou suas combinac¢des, compreendendo
cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente
modificados;

[0057] cada Np e Nv' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos que estédo ou
modificados ou n&do modificados ou suas combinacoes;

[0058] cada np, np', ng, € ng', cada um dos quais pode ou ndo estar

presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
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[0059] XXX, YYY, ZZZ, XX'X', Y'Y'Y' e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificagOes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, em que as modificacbes sdo modificacbes
de 2'-O-metila ou 2'-fluoro;
[0060] as modificacbes em Ny diferem da modificacdo em Y e as
modificagbes em Ny' diferem da modificagdo em Y'; e
[0061] em que a fita senso estd conjugada com pelo menos um
ligante.
[0062] Ainda em outro aspecto, a presente invencao proporciona
agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes
de inibirem a expressdo da Pro-Proteina Convertase Subtilisina
Quexina 9 (PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAI de fita
dupla compreende uma fita senso complementar com uma fita
antissenso, em que a fita antissenso compreende uma regiao
complementar com parte de um RNAm codificando PCSK9, em que
cada fita tem cerca de 14 a cerca de 30 nucleotideos em comprimento,
em que o agente de RNAI de fita dupla é representado pela formula (l11):
Senso: 5 Np-Na-(X X X)-Nb-Y Y Y -Np-(Z Z Z)j-Na- ng 3'
antissenso: 3' np"-Na'-(X'X'X)«-Nbp-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'- ng' 5' (111)
[0063] em que:
[0064] I, ], k, e | sdo cada um independentemente O ou 1;
[0065] cada np, nNg, € Ny, cada um dos quais pode ou ndo estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
[0066] P, d, € q' sdo cada um independentemente 0-6;
[0067] ne' >0 e pelo menos um ny' esta ligado a um nucleotideo da
vizinhanca através de uma ligacao de fosforotioato;
[0068] cada Na e N2’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinac¢des, compreendendo

cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente

Peticiio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 16/294



11/277

modificados;

[0069] cada Ny e Np' representa independentemente uma sequéncia

de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos que estdo ou

modificados ou ndo modificados ou suas combinacdes;

[0070] XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um

independentemente um motivo de trés modificagbes idénticas em trés

nucleotideos consecutivos, em que as modificacbes sdo modificactes

de 2’-O-metila ou 2'-fluoro;

[0071] as modificacbes em Ny diferem da modificacdo em Y e as

modificagbes em Ny’ diferem da modificagdo em Y'; e

[0072] em gque a fita senso estad conjugada com pelo menos um

ligante.

[0073] Em um aspecto adicional, a presente invencdo proporciona

agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes

de inibirem a expressdo da Pro-Proteina Convertase Subtilisina

Quexina 9 (PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAI de fita

dupla compreende uma fita senso complementar com uma fita

antissenso, em que a fita antissenso compreende uma regido

complementar com parte de um RNAm codificando PCSK9, em que

cada fita tem cerca de 14 a cerca de 30 nucleotideos em comprimento,

em que o agente de RNAI de fita dupla € representado pela formula (ll1):

Senso: 5 Np-Na-(X X X) -Np-Y Y Y -Nb-(Z Z Z)j-Na- ng 3'

antissenso: 3' np'-Na"-(X'X'X')«-Np-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'- nq' 5' (11)

[0074] em que:

[0075] I, ], k, e | sdo cada um independentemente O ou 1;

[0076] cada np, Ng, € Ny, cada um dos quais pode ou ndo estar

presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;

[0077] P, 4, € q' sdo cada um independentemente 0-6;

[0078] np' >0 e pelo menos um ny' esta ligado a um nucleotideo da

vizinhanca através de uma ligacao de fosforotioato;
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[0079] cada Na e Na' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinagdes, compreendendo
cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente
modificados;
[0080] cada Ny e Ny’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos que estédo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinagdes;
[0081] XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, em que as modificacbes sdo modificacdes
de 2’-O-metila ou 2'-fluoro;
[0082] as modificagcbes em Ny diferem da modificagcdo em Y e as
modificagbes em Ny’ diferem da modificagdo em Y'; e
[0083] em que a fita senso esta conjugada a pelo menos um ligante,
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc anexados atraves
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.
[0084] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona agentes
de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes de
inibirem a expressao da Pro-Proteina Convertase Subtilisina Quexina 9
(PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAIi de fita dupla
compreende uma fita senso complementar com uma fita antissenso, em
gue a fita antissenso compreende uma regidao complementar com parte
de um RNAm codificando PCSK9, em que cada fita tem cerca de 14 a
cerca de 30 nucleotideos em comprimento, em gque o0 agente de RNAI
de fita dupla é representado pela formula (lll):
Senso: 5 Np-Na-(X X X) -Np-Y Y Y -Nb-(Z Z Z)j-Na- ng 3'

antissenso: 3' Np'-Na-(X'X'X")-Np"-YY'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'- ng" 5' (111)

[0085] em que:

[0086] I, ], k, e | sdo cada um independentemente O ou 1;
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[0087] cada np, Ng, € Ny, cada um dos quais pode ou ndo estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
[0088] P, 4, € q' sdo cada um independentemente 0-6;

[0089] np’ >0 e pelo menos um ny' esta ligado a um nucleotideo da
vizinhanga através de uma ligacédo de fosforotioato;

[0090] cada Na e N4’ representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinagdes, compreendendo
cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente
modificados;

[0091] cada Ny e Np' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos que estdo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinacgdes;

[0092] XXX, YYY, Z2ZZ, X'X'X", YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificacbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, em que as modificacbes sdo modificacbes
de 2’-O-metila ou 2'-fluoro;

[0093] as modificacbes em Np diferem da modificacdo em Y e as
modificacbes em Ny’ diferem da modificagdo em Y,

[0094] em que a fita senso compreende pelo menos uma ligacao de
fosforotioato; e

[0095] em que a fita senso esta conjugada a pelo menos um ligante,
em que o ligante € um ou mais derivados de GalNAc anexados através
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

[0096] Ainda em outro aspecto, a presente invengcao proporciona
agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de fita dupla, capazes
de inibirem a expressdo da Pro-Proteina Convertase Subtilisina
Quexina 9 (PCSK9) em uma célula, em que o agente de RNAI de fita
dupla compreende uma fita senso complementar com uma fita

antissenso, em que a fita antissenso compreende uma regiao
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complementar com parte de um RNAm codificando PCSK9, em que
cada fita tem cerca de 14 a cerca de 30 nucleotideos em comprimento,
em gue o agente de RNAI de fita dupla é representado pela formula (ll1):
Senso: 5 np-Na-YYY-Na-ngq3

antissenso: 3' np-Na- Y'Y'Y'- Na- ng' &' (llla)
[0097] em que:
[0098] cada np, Ng, € ng, cada um dos quais pode ou ndo estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
[0099] P, 4, € q' sdo cada um independentemente 0-6;
[00100] np' >0 e pelo menos um ny' esta ligado a um nucleotideo da
vizinhanca através de uma ligacao de fosforotioato;
[00101] cada Nae Na' representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos que estédo ou
modificados ou ndo modificados ou suas combinac¢des, compreendendo
cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos diferentemente
modificados;
[00102] YYY e Y'Y'Y' representam cada um independentemente um
motivo de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos, em que as modificacfes sdo modificacdes de 2'-O-metila
ou 2'-fluoro;
[00103] em gque a fita senso compreende pelo menos uma ligacao de
fosforotioato; e
[00104] em que a fita senso esta conjugada a pelo menos um ligante,
em que o ligante é um ou mais derivados de GalNAc anexados através
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.
[00105] A presente invencdo proporciona também células, vetores,
células hospedeiras, e composicdes farmacéuticas compreendendo os
agentes de RNAI de fita dupla da invencao.
[00106] Em uma modalidade, a presente invencdo proporciona

agente de RNAI selecionado do grupo de agentes de RNAI listados na
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Tabela 1, Tabela 2, Tabela 9, Tabela 10, Tabela 12 e Figura 12.
[00107] Em algumas modalidades, o agente de RNAIi é administrado
usando uma composi¢cao farmacéutica.

[00108] Em modalidades preferenciais, o agente de RNAi é
administrado em uma solucdo. Em algumas tais modalidades, o sSiRNA
€ administrado em uma solucdo ndo tamponada. Em uma modalidade,
o siRNA é administrado em agua. Em outras modalidades, o siRNA é
administrado com uma solugédo tampao, tal como um tampéao de acetato,
um tampdo de citrato, um tampdo de prolamina, um tampdo de
carbonato, ou um tampéo de fosfato ou qualquer sua combinagdo. Em
algumas modalidades, a solucdo tampé&o é salino tamponado com
fosfato (PBS).

[00109] Em uma modalidade, as composicbes farmacéuticas
compreendem adicionalmente uma formulagdo de lipideos. Em uma
modalidade, a formulacédo de lipideos compreende um LNP, ou XTC.
Em outra modalidade, a formulac&o de lipideos compreende um MC3.
[00110] Em um aspecto, a presente invencdo proporciona métodos
de inibicdo da expressdo de PCSK9 em uma célula. Os métodos
incluem contato da célula com um agente de RNAI, por exemplo, um
agente de RNAI de fita dupla, ou vetor da invencéo; e manutencao da
célula produzida no passo (a) durante um tempo suficiente para se obter
degradacao do transcrito de RNAmM de um gene de PCSKOY, inibindo
deste modo a expressédo do gene de PCSK9 na célula.

[00111] Em uma modalidade, a célula esta dentro de um individuo.
[00112] Em uma modalidade, o individuo € um humano.

[00113] Em uma modalidade, a expressao de PCSKO é inibiada por
pelo menos cerca de 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % ou 95 %.

[00114] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona métodos

de tratamento de um individuo tendo um distirbio mediado por
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expressao de PCSK9. Os métodos incluem administracédo ao individuo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um agente de RNAI, por
exemplo, um agente de RNAI de fita dupla, ou do um vetor da invencgao,
tratando deste modo o individuo.

[00115] Em uma modalidade, o individuo € um humano.

[00116] Em uma modalidade, o humano tem hipercolesterolemia.
[00117] Emuma modalidade, o agente de RNAI, por exemplo, agente
de RNAI de fita dupla, € administrado a uma dose de cerca de 0,01
mg/kg a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 50 mg/kg,
cerca de 10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, cerca de 10 mg/kg a cerca de
20 mg/kg, cerca de 15 mg/kg a cerca de 20 mg/kg, cerca de 15 mg/kg a
cerca de 25 mg/kg, cerca de 15 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, ou cerca
de 20 mg/kg a cerca de 30 mg/kg.

[00118] Emuma modalidade, o agente de RNAI, por exemplo, agente
de RNAI de fita dupla, é administrado subcutaneamente ou
intravenosamente.

[00119] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado em
um regime de dosagem que inclui uma fase de carga seguida por um
fase de manutencdo, em que a fase de carga compreende
administracdo de uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg cinco
vezes por semana, e em que a fase de manutencdo compreende
administracéo de uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg uma vez,
duas vezes, ou trés vezes semanalmente, uma vez a cada duas
semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez por més, uma vez a
cada dois meses, uma vez a cada trés meses, uma vez a cada quatro
meses, um vez a cada cinco meses, ou uma vez a cada seis meses.
[00120] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado em
duas ou mais doses. Em uma modalidade especifica, 0 agente de RNAI
€ administrado a intervalos selecionados do grupo consistindo em uma

vez a cada cerca de 12 horas, uma vez a cada cerca de 24 horas, uma
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vez a cada cerca de 48 horas, uma vez a cada cerca de 72 horas, e uma
vez a cada cerca de 96 horas.

[00121] Ainda em outro aspecto, a presente invencédo proporciona
métodos de tratamento de hipercolesterolemia em um individuo. Os
métodos incluem administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente de RNAIi, por exemplo, um
agente de RNAI de fita dupla, ou do um vetor da invencéo, tratando
deste modo o individuo.

[00122] Em uma modalidade, o individuo € um primata ou roedor. Em
outra modalidade, o individuo & um humano.

[00123] Emuma modalidade, o agente de RNAI, por exemplo, agente
de RNAI de fita dupla, € administrado a uma dose de cerca de 0,01
mg/kg a cerca de 10 mg/kg ou cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 50 mg/kg.
Em outra modalidade, o agente de RNAI de fita dupla é administrado a
uma dose de cerca de 10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg.

[00124] Emuma modalidade, o agente de RNAI, por exemplo, agente
de RNAI de fita dupla, é administrado subcutaneamente ou
intravenosamente.

[00125] Em uma modalidade, o agente de RNAI € administrado em
um regime de dosagem que inclui uma fase de carga seguida por um
fase de manutencdo, em que a fase de carga compreende
administracédo de uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg cinco
vezes por semana, e em que a fase de manutencdo compreende
administracéo de uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg uma vez,
duas vezes, ou trés vezes semanalmente, uma vez a cada duas
semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez por més, uma vez a
cada dois meses, uma vez a cada trés meses, uma vez a cada quatro
meses, um vez a cada cinco meses, ou uma vez a cada seis meses.
[00126] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado em

duas ou mais doses. Em uma modalidade especifica, 0 agente de RNAI

Peticaio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 23/294



18/277

€ administrado a intervalos selecionados do grupo consistindo em uma
vez a cada cerca de 12 horas, uma vez a cada cerca de 24 horas, uma
vez a cada cerca de 48 horas, uma vez a cada cerca de 72 horas, e uma
vez a cada cerca de 96 horas.

[00127] Em uma modalidade, o0s métodos compreendem
adicionalmente determinacdo de um genotipo ou fenotipo de LDLR do
individuo.

[00128] Em uma modalidade, a administragdo resulta em uma
diminuicdo no colesterol no soro no individuo.

[00129] Em uma modalidade, o0os meétodos compreendem
adicionalmente determinacdo do nivel de colesterol no soro no
individuo.

[00130] A presente invencdo € adicionalmente ilustrada pela
seguinte descricdo detalhada e desenhos.

Breve Descricdo das Figuras

[00131] A Figura 1 é um grafico ilustrando que existe um efeito de
resposta a dose com AD-48400 conjugado com GalNAc a todas as trés
dosagens testadas. AD-48399, conjugado com GalNAc, serve como um
controle.

[00132] As Figuras 2A e 2B sao graficos ilustrando a eficacia e
duracao da resposta in vivo para os siRNAs indicados.

[00133] A Figura 3 é uma Tabela mostrando as sequéncias das fitas
senso (SEQ ID NOS 1633-1642, respectivamente, por ordem de
aparecimento) e antissenso (SEQ ID NOS 1643-1652, respectivamente,
por ordem de aparecimento) dos duplexes analisados quanto a eficacia
in vivo e otimizacdo do composto-prototipo.

[00134] A Figura 4 € um grafico ilustrando os resultados dos ensaios
de eficécia in vivo quanto a otimizacdo do composto-protétipo.

[00135] A Figura 5 € um grafico ilustrando os resultados dos ensaios

de resposta a dose in vivo realizados em camundongos transgénicos
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guanto a PCSK9. Setenta e duas horas ap6s uma dose unica de 10
mg/kg, 3 mg/kg, 1 mg/kg, e 0,3 mg/kg de AD-57928, os niveis da
proteina PCSK9 foram determinados por ELISA.

[00136] A Figura 6 é um gréfico ilustrando os niveis da proteina
PCSK9 no soro de camundongos transgénicos quanto a PCSK9 apds
administracéo de AD-57928 em doses de 5x2 mg/kg durante a "fase de
carga" e doses de 1x2 mg/kg ou 2x2 mg/kg durante a "fase de
manutencao”.

[00137] A Figura 7 é um grafico ilustrando os niveis da proteina
PCSK9 no soro de camundongos transgénicos quanto a PCSK9 apos
administracdo de AD-57928 em doses de 5x1 mg/kg durante a "fase de
carga" e doses de 1x1 mg/kg ou 2x1 mg/kg durante a "fase de
manutencgao".

[00138] A Figura 8 é um gréfico ilustrando os niveis da proteina
PCSK9 no soro de camundongos transgénicos quanto a PCSK9 apos
administracdo de AD-57928 em doses de 5x0,5 mg/kg durante a "fase
de carga" e doses de 1x0,5 mg/kg ou 2x0,5 mg/kg durante a "fase de
manutencao".

[00139] A Figura 9 € um grafico ilustrando os resultados dos ensaios
de resposta a dose in vivo realizados em camundongos transgénicos
guanto a PCSK9. Setenta e duas horas ap6s uma dose Unica de 0,3
mg/kg de siRNAs, os niveis da proteina PCSK9 foram determinados por
ELISA.

[00140] A Figura 10 é um grafico mostrando a quantidade de AD-
57928 e AD-58895 por nanograma de figado de camundongos de tipo
selvagem C57B6 apds administracdo de uma dose Unica de 1 mg/kg de
AD-57928 ou AD-58895.

[00141] A Figura 11 é um grafico mostrando a quantidade de AD-
57928 e AD-58895 expressa como uma % da quantidade tedrica no

figado de camundongos de tipo selvagem C57B6 apds administracdo
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de uma dose Unica de 1 mg/kg de AD-57928 ou AD-58895.

[00142] A Figura 12A é uma Tabela ilustrando agentes de RNAI da
invencdo contendo sequéncias otimizadas em comparagdo com
sequéncias de AD-57928. A Figura 12A divulga as sequéncias "Senso"
como SEQ ID NOS 1653-1658, respectivamente, por ordem de
aparecimento, e as sequéncias "Antissenso” como SEQ ID NOS 1659-
1664, respectivamente, por ordem de aparecimento.

[00143] A Figura 12B é um grafico mostrando os valores de I1Cso dos
agentes de RNAI indicados.

[00144] A Figura 13 é um grafico mostrando o nivel dos agentes de
RNAI indicados no figado de camundongos de tipo selvagem apos
administracdo de uma dose unica de 1 mg/kg do agente de RNAI
indicado.

[00145] A Figura 14A é um grafico mostrando a quantidade de
proteina PCSK9 no soro de primatas ndo humanos expressa como
percentagem de PCSK9 restante em relacdo a niveis pré-sangramento
de PCSK9 apods administracédo dos agentes de RNAI indicados a qdx5
+ qwx3.

[00146] A Figura 14B é um grafico mostrando a quantidade absoluta
de proteina PCSK9 no soro de primatas ndo humanos apos
administracéao dos agentes de RNAI indicados a qdx5 + qwxa3.

[00147] A Figura 15 é um grafico mostrando a quantidade de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL ou LDLc) no soro de
primatas ndo humanos expressa como uma percentagem de LDL
restante em relacdo a niveis pré-sangramento de LDL apos
administracéo dos agentes de RNAI indicados a qdx5 + qwx3.

[00148] A Figura 16A é um grafico mostrando a quantidade de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL ou LDLc) no soro de
primatas ndo humanos expressa COmo uma percentagem da

guantidade média de niveis pré-sangramento de LDL apoés
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administracéo de AD-57928 a 2 mg/kg, qlw e 1 mg/kg, 2xw.

[00149] A Figura 16B é um grafico mostrando a quantidade de
proteina PCSK9 em relacdo a quantidade pré-sangramento no soro de
primatas ndo humanos apds administracdo de AD-57928 a 2 mg/kg,
glw e 1 mg/kg, 2xw.

[00150] A Figura 17A é um grafico mostrando a quantidade de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL ou LDLc) no soro de
primatas ndo humanos expressa como uma percentagem da
guantidade média de niveis pré-sangramento de LDL apos
administracdo de AD-57928 a 2 mg/kg, 2xw e uma dose uUnica de 25
mg/kg. A Ultima dose para o grupo com 2 mg/kg, 2xw foi dia 36.
[00151] A Figura 17B é um grafico mostrando a quantidade de
proteina PCSK9 em relacéo a quantidade pré-sangramento no soro de
primatas ndo humanos apés administracdo de AD-57928 a 2 mg/kg, 2xw
e uma dose unica de 25 mg/kg.

[00152] A Figura 18 é um grafico mostrando a quantidade de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL ou LDLc) no soro de
primatas ndo humanos expressa como uma percentagem de LDL
restante em relacdo a niveis pré-sangramento de LDL apos
administracéo dos agentes de RNAI indicados a qdx5 + qwx3.

[00153] A Figura 19 é um grafico mostrando a quantidade de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL ou LDLc) no soro de
primatas ndo humanos expressa como uma percentagem de LDL
restante em relacdo a niveis pré-sangramento de LDL apos
administracéo dos agentes de RNAI indicados a qdx5 + qwx3.
Descricao Detalhada da Invencéo

[00154] A  presente invencao proporciona  composicoes
compreendendo agentes de RNAI, por exemplo, agentes de RNAI de
fita dupla, se dirigindo a PCSK9. Sédo também divulgados aqui métodos

usando as composi¢des da invencao para inibicdo da expressao de
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PCSKO9 e para tratamento de patologias relacionadas com expressao de
PCSK9, por exemplo, hipercolesterolemia.

I. Definigbes

[00155] De modo a que a presente invencdo possa ser mais
prontamente entendida, certos termos sao primeiramente definidos.
Adicionalmente deve ser notado que sempre que um valor ou gama de
valores de um parametro for recitado é pretendido que valores e gamas
intermédios dos valores recitados sejam parte desta invencao.

[00156] Os artigos "um"” e "uma" sdo usados aqui para se referirem a
um ou mais do que um (i.e., a pelo menos um) do objeto gramatical do
artigo. A titulo de exemplo, "um elemento” significa um elemento ou
mais do que um elemento, por exemplo, uma pluralidade de elementos.
[00157] O termo "incluindo” € usado aqui para significar, e € usado
indistintamente com a frase "incluindo mas néo se limitando a".

[00158] O termo "ou" € usado aqui para significar, e é usado
indistintamente com, o termo "e/ou”, a ndo ser que o contexto indique
claramente de outro modo.

[00159] Como usado aqui, "PCSK9" se refere ao gene da ou proteina
pro-proteina convertase subtilisina quexina 9. PCSK9 é também
conhecido como FH3, HCHOLA3, NARC-1, ou NARCI. O termo PCSK9
inclui PCSK9 de humano, a sequéncia de aminoacidos e nucleotideos
da qual pode ser encontrada, por exemplo, no Numero de Acesso do
GenBank GI:299523249; PCSK9 de camundongo, a sequéncia de
aminoacidos e nucleotideos da qual pode ser encontrada, por exemplo,
no Numero de Acesso do GenBank Gl:163644257; PCSK9 de rato, a
sequéncia de aminoéacidos e nucleotideos da qual pode ser encontrada,
por exemplo, no NUmero de Acesso do GenBank GI:77020249.
Exemplos adicionais de sequéncias de RNAmM de PCSK9 estéo
prontamente disponiveis usando, por exemplo, GenBank.

[00160] Como usada aqui, "sequéncia alvo" se refere a uma porcao

Peticiio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 28/294



23/277

contigua da sequéncia de nucleotideos de uma molécula de RNAm
formada durante a transcricdo de um gene de PCSK9, incluindo RNAmM
gue é um produto do processamento de RNA de um produto de
transcricdo primaria.

[00161] Como usado aqui, o termo “fita compreendendo uma
sequéncia" se refere a um oligonucleotideo compreendendo uma cadeia
de nucleotideos que € descrita pela sequéncia referida usando a
nomenclatura de nucleotideos padrao.

[00162] "G", "C", "A" e "U" designam cada um geralmente um
nucleotideo que contém guanina, citosina, adenina, e uracila como uma
base, respectivamente. "T" e "dT" s&o usados indistintamente aqui e se
referem a um deoxirribonucleotideo em que a nucleobase é timina, por
exemplo, deoxirribotimina, 2’-deoxitimidina ou timidina. No entanto sera
entendido que o termo ‘“ribonucleotideo” ou "nucleotideo" ou
"deoxirribonucleotideo” pode também se referir a um nucleotideo
modificado, como adicionalmente detalhado em baixo, ou uma fracéo
de substituicdo suplente. A pessoa perita estd bem ciente de que
guanina, citosina, adenina, e uracila podem ser substituidas por outras
fracbes sem alterar substancialmente as propriedades de
emparelhamento de bases de um oligonucleotideo compreendendo um
nucleotideo transportando tal fragdo de substituicdo. Por exemplo, sem
limitacdo, um nucleotideo compreendendo inosina como sua base pode
sofrer emparelhamento de bases com nucleotideos contendo adenina,
citosina ou uracila. Consequentemente, nucleotideos contendo uracila,
guanina, ou adenina podem ser substituidos nas sequéncias de
nucleotideos da invencdo por um nucleotideo contendo, por exemplo,
inosina. Sequéncias compreendendo tais fracdes de substituicdo sdo
modalidades da invencao.

[00163] Os termos "IRNA", "agente de RNAI", "agente de RNAI",

"agente de interferéncia de RNA" como usados indistintamente aqui se
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referem a um agente que contém RNA como esse termo € definido aqui,
e que medeia a clivagem direcionada de um transcrito de RNA através
de uma via do complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC).
RNAI dirige a degradacdo especifica quanto a sequéncia de RNAm
através de um processo conhecido como interferéncia de RNA (RNAI).
O RNAI modula, por exemplo, inibe, a expressao de PCSK9 em uma
célula, por exemplo, uma célula dentro de um individuo, tal como um
individuo mamifero.

[00164] Em uma modalidade, um agente de RNAIi da invencéo inclui
um RNA de fita Gnica que interage com uma sequéncia de RNA alvo,
por exemplo, uma sequéncia de RNAm alvo de PCSK9, para dirigir a
clivagem do RNA alvo. Sem desejar estar limitado pela teoria se acredita
gue o RNA de fita dupla longo introduzido nas células é degradado em
siRNA por uma endonuclease do Tipo Ill conhecida como Dicer (Sharp
et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, uma enzima do tipo
ribonuclease Ill, processa o0 dsRNA em curtos RNAs de interferéncia
com 19-23 pares de bases com saliéncias 3' de duas bases
caracteristicas (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Os siRNAs
sédo depois incorporados em um complexo de silenciamento induzido
por RNA (RISC) onde uma ou mais helicases desenrolam o duplex de
SiRNA, permitindo que a fita antissenso complementar oriente o
reconhecimento do alvo (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). Apos
ligacdo ao RNAmM alvo apropriado, uma ou mais endonucleases dentro
do RISC clivam o alvo para induzir silenciamento (Elbashir, et al., (2001)
Genes Dev. 15:188). Assim, em um aspecto, a invencao se relaciona
com um RNA de fita Unica (siRNA) gerado dentro de uma célula e que
promove a formacdo de um complexo RISC para efetivar o
silenciamento do gene alvo, i.e., um gene de PCSK9. Portanto, o termo
"SiIRNA" é também usado aqui para se referir a um RNAi como descrito

acima.
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[00165] Em outra modalidade, o agente de RNAI pode ser um siRNA
de fita Unica que é introduzido em uma célula ou organismo para inibir
um RNAm alvo. O agente de RNAI de fita Unica se liga a endonuclease
Argonauta 2 do RISC, que cliva depois 0 RNAm alvo. Os siRNAs de fita
Unica tém geralmente 15-30 nucleotideos e estdo quimicamente
modificados. O desenho e teste de siRNAs de fita Unica s&o descritos
na Patente dos E.U.A. No. 8,101,348 e em Lima et al., (2012) Cell 150:
883-894, os conteudos inteiros de cada um dos quais sédo deste modo
incorporados aqui por referéncia. Qualquer uma das sequéncias de
nucleotideos antissenso descritas aqui pode ser usada como um siRNA
de fita Unica como descrito aqui ou como quimicamente modificada
pelos métodos descritos em Lima et al., (2012) Cell 150: 883-894.
[00166] Em outra modalidade, um "RNAI" para uso nas composicoes,
usos, e metodos da invencdo € um RNA de fita dupla e é referido aqui
como um "agente de RNAI de fita dupla”, "molécula de RNA de fita dupla
(dsRNA)", "agente de dsRNA", ou "dsRNA". O termo "dsRNA" se refere
a um complexo de moléculas de acido ribonucleico, tendo uma estrutura
de duplex compreendendo duas fitas de acidos nucleicos antiparalelas
e substancialmente complementares, referido como tendo orientacdes
"senso” e "antissenso” no que diz respeito a um RNA alvo, i.e., um gene
de PCSK9. Em algumas modalidades da invencéo, o RNA de fita dupla
(dsRNA) desencadeia a degradacao de um RNA alvo, por exemplo, um
RNAm, através de um mecanismo de silenciamento de genes pos-
transcricional referido aqui como interferéncia de RNA ou RNAI.
[00167] Em geral, a maioria dos nucleotideos de cada fita de uma
molécula de dsRNA é ribonucleotideos, mas, como descrito em detalhe
aqui, cada uma das ou ambas as fitas podem também incluir um ou mais
nao ribonucleotideos, por exemplo, um desoxirribonucleotideo e/ou um
nucleotideo modificado. Adicionalmente, como usado em esta

especificacdo, um "agente de RNAI" pode incluir ribonucleotideos com
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modificacBes quimicas; um agente de RNAI pode incluir modificacbes
substanciais em mudltiplos nucleotideos. Tais modificagbes podem
incluir todos os tipos de modificagdes divulgadas aqui ou conhecidas na
técnica. Quaisquer tais modificacdes, como usadas em uma molécula
do tipo siRNA, estdo englobadas por " agente de RNAI" para os
propasitos desta especificacao e reivindicacoes.

[00168] As duas fitas formando a estrutura de duplex podem ser
porcOes diferentes de uma molécula de RNA maior, ou podem ser
moléculas de RNA separadas. Onde as duas fitas sdo parte de uma
molécula maior, e estdo portanto, conectadas por uma cadeia
ininterrupta de nucleotideos entre a extremidade 3" de uma fita e a
extremidade 5° da respectiva outra fita formando a estrutura de duplex,
a cadeia de RNA conectante é referida como uma "estrutura em
gancho". Onde as duas fitas estdo conectadas covalentemente por
meios sem ser uma cadeia ininterrupta de nucleotideos entre a
extremidade 3" de uma fita e a extremidade 5 da respectiva outra fita
formando a estrutura de duplex, a estrutura conectante é referida como
um “ligante". As fitas de RNA podem ter o mesmo ou um diferente
namero de nucleotideos. O nimero maximo de pares de bases é o
namero de nucleotideos na fita mais curta de dsRNA menos quaisquer
saliéncias que estejam presentes no duplex. Adicionalmente a estrutura
de duplex, um agente de RNAi pode compreender uma ou mais
saliéncias de nucleotideos.

[00169] Em uma modalidade, um agente de RNAI da invencao € um
dsRNA de 24-30 nucleotideos que interage com uma sequéncia de RNA
alvo, por exemplo, uma sequéncia de RNAm alvo de PCSK9, para dirigir
a clivagem do RNA alvo. Sem desejar estar limitado pela teoria, 0 RNA
de fita dupla longo introduzido nas células é degradado em siRNA por
uma endonuclease do Tipo Il conhecida como Dicer (Sharp et al. (2001)

Genes Dev. 15:485). Dicer, uma enzima do tipo ribonuclease IlI,
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processa 0 dsRNA em curtos RNAs de interferéncia com 19-23 pares
de bases com saliéncias 3' de duas bases caracteristicas (Bernstein, et
al., (2001) Nature 409:363). Os siRNAs sao depois incorporados em um
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) onde uma ou mais
helicases desenrolam o duplex de siRNA, permitindo que a fita
antissenso complementar oriente o reconhecimento do alvo (Nykanen,
et al., (2001) Cell 107:309). Apés ligacdo ao RNAm alvo apropriado,
uma ou mais endonucleases dentro do RISC clivam o alvo para induzir
silenciamento (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188). Como usada
aqui, uma "saliéncia de nucleotideos" se refere ao nucleotideo ou
nucleotideos ndo emparelhados que sobressaem da estrutura de duplex
de um agente de RNAi quando uma extremidade 3~ de uma fita do
agente de RNAI se prolonga para além da extremidade 5° da outra fita,
ou vice versa. "Coesao" ou "extremidade coesiva" significa que nao
existem nenhuns nucleotideos ndo emparelhados em essa extremidade
do agente de RNAIi de fita dupla, i.e., nenhuma saliéncia de
nucleotideos. Um agente de RNAI "de extremidades coesivas" é um
dsRNA que tem fita dupla ao longo do seu comprimento inteiro, i.e.,
nenhuma saliéncia de nucleotideos em qualquer uma das extremidades
da molécula. Os agentes de RNAI da invencédo incluem agentes de RNAI
com saliéncias de nucleotideos em uma extremidade (i.e., agentes com
uma saliéncia e uma extremidade coesiva) ou com saliéncias de
nucleotideos em ambas as extremidades.

[00170] O termo "“fita antissenso” se refere a fita de um agente de
RNAI de fita dupla que inclui uma regido que €é substancialmente
complementar com uma sequéncia alvo (por exemplo, um RNAmM de
PCSK9 de humano). Como usado aqui, o termo "regidao complementar
com parte de um RNAm codificando transtiretina” se refere a uma regiao
na fita antissenso que € substancialmente complementar com parte de

uma sequéncia de RNAmM de PCSK9. Onde a regido de
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complementaridade ndo €é completamente complementar com a
sequéncia alvo, as ndo correspondéncias sdao mais toleradas nas
regides terminais e, se presentes, estdo geralmente em uma regido ou
regides terminais, por exemplo, com 6, 5, 4, 3, ou 2 nucleotideos do
terminal 5" e/ou 3.

[00171] O termo "fita senso", como usado aqui, se refere a fita de um
dsRNA que inclui uma regido substancialmente complementar com uma
regido da fita antissenso.

[00172] Como usada aqui, o termo "sitio de clivagem" se refere a
uma regido que esta localizada imediatamente adjacente ao sitio de
clivagem. O sitio de clivagem é o local no alvo no qual ocorre clivagem.
Em algumas modalidades, o sitio de clivagem compreende trés bases
em qualquer uma das extremidades do, e imediatamente adjacente ao
sitio de clivagem. Em algumas modalidades, o sitio de clivagem
compreende duas bases em qualquer uma das extremidades do, e
imediatamente adjacente ao sitio de clivagem. Em algumas
modalidades, o sitio de clivagem ocorre especificamente no local ligado
pelos nucleotideos 10 e 11 da fita antissenso, e o sitio de clivagem
compreende os nucleotideos 11, 12 e 13.

[00173] Como usado aqui, € a ndo ser que indicado de outro modo,
o termo "complementar”, quando usado para descrever uma primeira
sequéncia de nucleotideos em relacdo a uma segunda sequéncia de
nucleotideos, se refere a capacidade de um oligonucleotideo ou
polinucleotideo compreendendo a primeira sequéncia de nucleotideos
de hibridar e formar uma estrutura de duplex sob certas condicbes com
um oligonucleotideo ou polinucleotideo compreendendo a segunda
sequéncia de nucleotideos, como sera entendido pela pessoa perita.
Tais condi¢cbes podem, por exemplo, ser condi¢cdes estringentes, onde
condicOes estringentes podem incluir: NaCl a 400 mM, PIPES a 40 mM
pH 6,4, EDTA a 1 mM, 50 °C ou 70 °C durante 12-16 horas seguido de
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lavagem. Podem ser aplicadas outras condic¢des, tais como condi¢oes
fisiologicamente relevantes como pode ser encontrado dentro de um
organismo. Por exemplo, uma sequéncia complementar € suficiente
para permite que a funcdo relevante do acido nucleico proceda, por
exemplo, RNAI. A pessoa perita sera capaz de determinar o conjunto de
condicdes mais apropriadas para um teste de complementaridade de
duas sequéncias de acordo com a aplicacdo final dos nucleotideos
hibridados.

[00174] As sequéncias podem ser "completamente complementares”
no que diz respeito a cada uma quando existe emparelhamento de
bases dos nucleotideos da primeira sequéncia de nucleotideos com os
nucleotideos da segunda sequéncia de nucleotideos ao longo do
comprimento inteiro das primeira e segunda sequéncias de
nucleotideos. No entanto, onde uma primeira sequéncia é referida como
"substancialmente complementar” no que diz respeito a uma segunda
sequéncia aqui, as duas sequéncias podem ser completamente
complementares, ou podem formar um ou mais, mas geralmente nao
mais do que 4, 3 ou 2, pares de bases ndo correspondidos apos
hibridacdo, enquanto retém a capacidade de hibridarem sob as
condi¢des o mais relevantes a sua aplicacéo final. No entanto, onde dois
oligonucleotideos sédo desenhados para formar, apos hibridacdo, uma
ou mais saliéncias de fita Unica, tais saliéncias ndao devem ser
consideradas como nao correspondéncias no que diz respeito a
determinacdo da complementaridade. Por exemplo, um dsRNA
compreendendo um oligonucleotideo com 21 nucleotideos em
comprimento e outro oligonucleotideo com 23 nucleotideos em
comprimento, em que o oligonucleotideo mais longo compreende uma
sequéncia de 21 nucleotideos que é completamente complementar com
o oligonucleotideo mais curto, pode ser ainda referido como

"completamente complementar” para os propositos descritos aqui.
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[00175] Sequéncias "complementares”, como usadas aqui, podem
também incluir, ou ser inteiramente formadas de pares de bases ndo de
Watson-Crick e/ou pares de bases formados a partir de nucleotideos
nao naturais e modificados, desde que sejam cumpridos 0s requisitos
acima no que diz respeito a sua capacidade de hibridacdo. Tais pares
de bases ndo de Watson-Crick incluem, mas ndo estdo limitados a,
emparelhamento de bases Oscilantes G:U ou de Hoogstein.

[00176] Ostermos "complementar”, “"completamente complementar"
e "substancialmente complementar" aqui podem ser usados no que diz
respeito a correspondéncia de bases entre a fita senso e a fita
antissenso de um dsRNA, ou entre a fita antissenso de um dsRNA e
uma sequéncia alvo, como sera entendido a partir do contexto do seu
uso.

[00177] Como usado aqui, um polinucleotideo que é "substancialmente
complementar com pelo menos parte de" um RNA mensageiro (RNAm) se
refere a um polinucleotideo que € substancialmente complementar com
uma porcao contigua do RNAmM de interesse (por exemplo, um RNAmM
codificando PCSK?9) incluindo uma 5 UTR, uma grelha de leitura abeta
(ORF), ou uma 3" UTR. Por exemplo, um polinucleotideo € complementar
com pelo menos uma parte de um RNAmM de PCSK9 se a sequéncia for
substancialmente complementar com uma porc¢ao ininterrupta de um
RNAmM codificando PCSKO.

[00178] O termo "inibicdo", como usado aqui, € usado indistintamente
com "reducgao”, "silenciamento”, "infrarregulacéo”, "supressao” e outros
termos similares, e inclui qualquer nivel de inibicao.

[00179] A frase "inibicdo da expressdo de um PCSK9", como usada
aqui, inclui inibicdo da expressao de qualquer gene de PCSK9 (tal como,
por exemplo, um gene de PCSK9 de camundongo, um gene de PCSK9
de rato, um gene de PCSK9 de macaco, ou um gene de PCSK9 de

humano) bem como variantes (por exemplo, variantes ocorrendo
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naturalmente), ou mutantes de um gene de PCSK9. Assim, o gene de
PCSK9 pode ser um gene de PCSK9 de tipo selvagem, um gene de
PCSK9 mutante, ou um gene de PCSK9 transgénico no contexto de
uma célula, grupo de células, ou organismo geneticamente manipulado.
[00180] “Inibicdo da expressdo de um gene de PCSK9" inclui
gualquer nivel de inibicdo de um gene de PCSK9, por exemplo,
supresséo pelo menos parcial da expressao de um gene de PCSKO9, tal
como uma inibicdo de pelo menos cerca de 5 %, pelo menos cerca de
10 %, pelo menos cerca de 15 %, pelo menos cerca de 20 %, pelo
menos cerca de 25 %, pelo menos cerca de 30 %, pelo menos cerca de
35 %, pelo menos cerca de 40 %, pelo menos cerca de 45 %, pelo
menos cerca de 50 %, pelo menos cerca de 55 %, pelo menos cerca de
60 %, pelo menos cerca de 65 %, pelo menos cerca de 70 %, pelo
menos cerca de 75 %, pelo menos cerca de 80 %, pelo menos cerca de
85 %, pelo menos cerca de 90 %, pelo menos cerca de 91 %, pelo
menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de
94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo menos cerca de 96 %, pelo
menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %, ou pelo menos cerca
de 99 %.

[00181] A expressao de um gene de PCSK9 pode ser avaliada com
base no nivel de qualquer variavel associada a expressédo do gene de
PCSK9, por exemplo, nivel de RNAmM de PCSK9, nivel de proteina de
PCSK®9, ou niveis de lipideos no soro. A inibicdo pode ser avaliada por
uma diminuicdo em um nivel absoluto ou relativo de uma ou mais destas
variaveis em comparacdo com um nivel de controle. O nivel de controle
pode ser qualquer tipo de nivel de controle que seja utilizado na técnica,
por exemplo, um nivel de linha de base pré-dose, ou um nivel
determinado a partir de um individuo, célula, ou amostra similar que nao
€ tratado ou tratado com um controle (tal como, por exemplo, controle

s6 com tampao ou controle com agente inativo).
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[00182] A frase "contato de uma célula com um agente de RNAI de
fita dupla”, como usada aqui, inclui contato de uma célula por quaisquer
meios possiveis. Contato de uma célula com um agente de RNAI de fita
dupla inclui contato de uma célula in vitro com o agente de RNAI ou
contato de uma célula in vivo com o agente de RNAIi. O contato pode
ser feito diretamente ou indiretamente. Assim, por exemplo, o agente de
RNAI pode ser colocado em contato fisico com a célula pelo individuo
realizando o método, ou, alternativamente, o agente de RNAI pode ser
colocado em uma situacdo que ir4 permitir ou fazer com que entre
subsequentemente em contato com a célula.

[00183] O contato de uma célula in vitro pode ser feito, por exemplo,
por incubacgao da celula com o agente de RNAI. O contato de uma célula
in vivo pode ser feito, por exemplo, por injecdo do agente de RNAI no
ou proximo do tecido onde a célula esta localizada, ou por injecdo do
agente de RNAiI em outra area, nha corrente sanguinea ou no espaco
subcutaneo, tal que o agente ira subsequentemente alcancar o tecido
onde esta localizada a célula a ser contatada. Por exemplo, o agente de
RNAI pode conter e/ou estar acoplado a um ligante, por exemplo, um
ligante de GalNAc3, que dirige o agente de RNAIi para um local de
interesse, por exemplo, o figado. Combinac¢des de métodos de contato
in vitro e in vivo sdo também possiveis. Em conexdo com os métodos
da invencdo, uma célula pode ser também contatada in vitro com um
agente de RNAI e subsequentemente transplantada em um individuo.
[00184] Um "paciente" ou "individuo", como usado aqui, se destina a
incluir um humano ou animal ndo humano, preferencialmente um
mamifero, por exemplo, um macaco. O mais preferencialmente, o
individuo ou paciente é um humano.

[00185] Uma "doenca associada a PCSK9", como usada aqui, se
destina a incluir qualquer doenca associada ao gene de ou proteina

PCSK9. Uma tal doenca pode ser causada, por exemplo, por producéo
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em excesso da proteina PCSK9, por mutacdes do gene de PCSK9, por
clivagem anormal da proteina PCSK9, por interagdes anormais entre
PCSK9 e outras proteinas ou outras substancias endégenas ou
exdgenas. Doencas associadas a PCSK9 exemplares incluem
lipidemias, por exemplo, uma hiperlipidemia, e outras formas de
desequilibrio de lipideos tais como hipercolesterolemia, hipertriglice-
ridemia e as condi¢cdes patoldgicas associadas a estes distUrbios tais
como doencas do coracao e circulatérias.

[00186] E pretendido que "quantidade terapeuticamente eficaz”,
como usada aqui, inclua a quantidade de um agente de RNAI que,
guando administrada a um paciente para tratamento de uma doenca
associada a PCSK9, é suficiente para efetivar tratamento da doenca
(por exemplo, por diminuicdo, melhoria ou manutencdo da doenca
existente ou um ou mais sintomas de doenca). A "quantidade
terapeuticamente eficaz" pode variar dependendo do agente de RNAI,
como o agente € administrado, da doenca e sua gravidade e do historial,
idade, peso, historial familiar, constituicdo genética, etapa de processos
patolégicos mediados por expressdao de PCSK9, dos tipos de
tratamentos precedentes ou concomitantes, se alguns, e outras
caracteristicas individuais do paciente a ser tratado.

[00187] E pretendido que "quantidade profilaticamente eficaz", como
usada aqui, inclua a quantidade de um agente de RNAI que, quando
administrada a um individuo que ndo experimenta ou exibe ainda
sintomas de uma doenca associada a PCSK9, mas que possa estar pre-
disposto a doencga, € suficiente para prevenir ou melhorar a doenca ou
um ou mais sintomas da doenca. Melhoria da doenca inclui
abrandamento da progressédo da doenca ou reducdo da gravidade da
doenca com desenvolvimento posterior. A "quantidade profilaticamente
eficaz" pode variar dependendo do agente de RNAIi, como o agente é

administrado, do grau de risco da doencga, e do historial, idade, peso,
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historial familiar, constituicdo genética, dos tipos de tratamentos
precedentes ou concomitantes, se alguns, e outras caracteristicas
individuais do paciente a ser tratado.

[00188] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou "quantidade
profilaticamente eficaz" inclui também uma quantidade de um agente de
RNAI que produz algum efeito local ou sistémico desejado a uma razéao
beneficio/risco razoavel aplicavel a qualquer tratamento. Os agentes de
RNAi empregues nos métodos da presente invencdo podem ser
administrados em uma quantidade suficiente para produzir uma razao
beneficio/risco razoavel aplicavel a qualquer tratamento.

[00189] O termo "amostra”, como usado aqui, inclui uma colecédo de
fluidos, células, ou tecidos similares isolados de um individuo, bem
como fluidos, células, ou tecidos presentes dentro de um individuo.
Exemplos de fluidos biol6gicos incluem sangue, soro e fluidos serosos,
plasma, fluido cerebroespinhal, fluidos oculares, linfa, urina, saliva e
similares. Amostras de tecidos podem incluir amostras de tecidos,
orgados ou regides localizadas. Por exemplo, amostras podem ser
derivadas de orgaos particulares, partes de 6rgaos, ou fluidos ou células
dentro desses 6Orgaos. Em certas modalidades, amostras podem ser
derivadas do figado (por exemplo, figado inteiro ou certos segmentos
do figado ou certos tipos de células no figado, tais como, por exemplo,
hepatdcitos). Em modalidades preferenciais, uma "amostra derivada de
um individuo" se refere a sangue ou plasma retirado do individuo. Em
modalidades adicionais, uma "amostra derivada de um individuo" se
refere-se a tecido do figado (ou seus subcomponentes) derivado do
individuo.

II. IRNAs da Invencéo

[00190] Séao descritos aqui agentes de RNAI de fita dupla melhorados
gue inibem a expressao de um gene de PCSK9 em uma célula, tal como

uma célula dentro de um individuo, por exemplo, um mamifero, tal como
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um humano tendo um distirbio de lipideos, por exemplo,
hipercolesterolemia e usos de tais agentes de RNAI de fita dupla.
[00191] Os agentes de RNAIi de fita dupla da invencédo incluem
agentes com modificacées quimicas como divulgado, por exemplo, no
Pedido Provisério dos E.U.A. No. 61/561,710, depositado a 18 de
novembro, 2011, os conteudos inteiros dos quais sédo incorporados aqui
por referéncia.

[00192] Como mostrado aqui e no Pedido Provisério No. 61/561,710
pode ser obtido um resultado superior por introducdo de um ou mais
motivos de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos em uma fita senso e/ou antissenso de um agente de RNAI,
particularmente no ou proximo do sitio de clivagem. Em algumas
modalidades, a fita senso e fita antissenso do agente de RNAi podem
estar de outro modo completamente modificadas. A introducéo destes
motivos interrompe o padrao de modificacdo, se presente, da fita senso
e/ou antissenso. O agente de RNAi pode estar opcionalmente
conjugado com um ligante derivado de GalNAc, por exemplo na fita
senso. Os agentes de RNAI resultantes apresentam atividade de
silenciamento de gene superior.

[00193] Mais especificamente foi surpreendentemente descoberto
que, quando a fita senso e fita antissenso do agente de RNAI de fita
dupla estao completamente modificadas para terem um ou mais motivos
de trés modificacdes idénticas em trés nucleotideos consecutivos no ou
proximo do sitio de clivagem de pelo menos uma fita de um agente de
RNAI, a atividade de silenciamento de gene do agente de RNAI foi
superiormente intensificada.

[00194] Portanto, a invencdo proporciona agentes de RNAI de fita
dupla capazes de inibirem a expressao de um gene alvo (i.e., um gene
de Pro-proteina convertase subtilisina quexina 9 (PCSK9)) in vivo. O

agente de RNAi compreende uma fita senso e uma fita antissenso. Cada
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fita do agente de RNAi pode variar de 12-30 nucleotideos em
comprimento. Por exemplo, cada fita pode ter entre 14-30 nucleotideos
em comprimento, 17-30 nucleotideos em comprimento, 25-30
nucleotideos em comprimento, 27-30 nucleotideos em comprimento,
17-23 nucleotideos em comprimento, 17-21 nucleotideos em
comprimento, 17-19 nucleotideos em comprimento, 19-25 nucleotideos
em comprimento, 19-23 nucleotideos em comprimento, 19-21
nucleotideos em comprimento, 21-25 nucleotideos em comprimento, ou
21-23 nucleotideos em comprimento.

[00195] A fita senso e fita antissenso formam tipicamente um RNA
de fita dupla em duplex ("dsRNA"), também referido aqui como um
"agente de RNAI". A regido de duplex de um agente de RNAIi pode ter
12-30 pares de nucleotideos em comprimento. Por exemplo, a regido
de duplex pode ter entre 14-30 pares de nucleotideos em comprimento,
17-30 pares de nucleotideos em comprimento, 27-30 pares de
nucleotideos em comprimento, 17-23 pares de nucleotideos em
comprimento, 17-21 pares de nucleotideos em comprimento, 17-19
pares de nucleotideos em comprimento, 19-25 pares de nucleotideos
em comprimento, 19-23 pares nucleotideos em comprimento, 19-21
pares de nucleotideos em comprimento, 21-25 pares de nucleotideos
em comprimento, ou 21-23 pares de nucleotideos em comprimento. Em
outro exemplo, a regido de duplex é selecionada de 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, e 27 nucleotideos em comprimento.

[00196] Em uma modalidade, o agente de RNAI pode conter uma ou
mais regifes de saliéncia e/ou grupos capping na extremidade 37,
extremidade 57, ou ambas as extremidades de uma das ou ambas as
fitas. A saliéncia pode ter 1-6 nucleotideos em comprimento, 2-6
nucleotideos em comprimento, 1-5 nucleotideos em comprimento, 2-5
nucleotideos em comprimento, 1-4 nucleotideos em comprimento, 2-4

nucleotideos em comprimento, 1-3 nucleotideos em comprimento, 2-3
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nucleotideos em comprimento, ou 1-2 nucleotideos em comprimento.
As saliéncias podem ser o resultado de uma fita sendo mais longa do
gue o outro, ou o resultado de duas fitas do mesmo comprimento
estando escalonadas. A saliéncia pode formar uma n&o correspon-
déncia com o RNAmM alvo ou pode ser complementar com as sequéncias
de gene sendo dirigidas ou pode ser outra sequéncia. As primeira e
segunda fitas podem ser também unidas, por exemplo, por bases
adicionais para formar uma estrutura em grampo, ou por outros ligantes
nao de base.

[00197] Em uma modalidade, os nucleotideos na regido de saliéncia
do agente de RNAi podem ser cada um independentemente um
nucleotideo modificado ou ndo modificado incluindo, mas néo limitado
a, modificado por acucar em 2°, tal como 2-F, 2’-Ometila, timidina (T),
2 -O-metoxietil-5-metiluridina (Teo), 2"-O-metoxietiladenosina (Aeo), 2'-
O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo0), e quaisquer suas combinacdes.
Por exemplo, TT pode ser uma sequéncia de saliéncia para qualquer
uma das extremidades em qualquer uma das fitas. A saliéncia pode
formar uma ndo correspondéncia com o RNAm alvo ou pode ser
complementar com as sequéncias de gene sendo dirigidas ou pode ser
outra sequéncia.

[00198] Assaliéncias 5 ou 3" na fita senso, fita antissenso ou ambas
as fitas do agente de RNAIi podem estar fosforiladas. Em algumas
modalidades, a(s) regido(6es) de saliéncia contém(ém) dois
nucleotideos tendo um fosforotioato entre os dois nucleotideos, onde os
dois nucleotideos podem ser os mesmos ou diferentes. Em uma
modalidade, a saliéncia esta presente na extremidade 3" da fita senso,
fita antissenso, ou ambas as fitas. Em uma modalidade, esta saliéncia
3" esté presente na fita antissenso. Em uma modalidade, esta saliéncia
3" esté presente na fita senso.

[00199] O agente de RNAI pode conter apenas uma Unica saliéncia,
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que pode fortalecer a atividade de interferéncia do RNAI, sem afetar a
sua estabilidade global. Por exemplo, a saliéncia de fita Unica pode estar
localizada na extremidade 3'-terminal da fita senso ou, alternativa-
mente, na extremidade 3"-terminal da fita antissenso. O RNAI pode ter
também uma extremidade coesiva, localizada na extremidade 5° da fita
antissenso (ou da extremidade 3" da fita senso) ou vice versa.
Geralmente, a fita antissenso do RNAi tem uma saliéncia de
nucleotideos na extremidade 3', e a extremidade 5' € coesiva. Sem
desejar estar limitado pela teoria, a extremidade coesiva assimétrica na
extremidade 5” da fita antissenso e saliéncia na extremidade 3" da fita
antissenso favorece a carga da fita guia no processo de RISC.

[00200] Em uma modalidade, o agente de RNAi é um bluntmer de
extremidade dupla de 19 nucleotideos em comprimento, em que a fita
senso contém pelo menos um motivo de trés modificacfes de 2"-F em
trés nucleotideos consecutivos nas posi¢cdes 7, 8, 9 a partir da
extremidade 5°. A fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés
modificacbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas
posicOes 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°.

[00201] Em outra modalidade, o agente de RNAi € um bluntmer de
extremidade dupla de 20 nucleotideos em comprimento, em que a fita
senso contém pelo menos um motivo de trés modificacfes de 2°-F em
trés nucleotideos consecutivos nas posicdes 8, 9, 10 a partir da
extremidade 5°. A fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés
modificacbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas
posicles 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°.

[00202] Ainda em outra modalidade, o agente de RNAIi é um bluntmer
de extremidade dupla de 21 nucleotideos em comprimento, em que a
fita senso contém pelo menos um motivo de trés modificacdes de 2"-F
em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢des 9, 10, 11 a partir da

extremidade 5°. A fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés
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modificagbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas
posicdes 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°.

[00203] Em uma modalidade, o agente de RNAiI compreende uma fita
senso de 21 nucleotideos e uma fita antissenso de 23 nucleotideos, em
gue a fita senso contém pelo menos um motivo de trés modificacbes de
2 -F em trés nucleotideos consecutivos nas posi¢des 9, 10, 11 a partir da
extremidade 57; a fita antissenso contém pelo menos um motivo de trés
modificacdes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas
posi¢cBes 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°, em que uma extremidade
do agente de RNAI é coesiva, enquanto a outra extremidade compreende
uma saliéncia de 2 nucleotideos. Preferencialmente, a saliéncia de 2
nucleotideos estd na extremidade 3" da fita antissenso. Quando a
saliéncia de 2 nucleotideos esta na extremidade 3" da fita antissenso
podem existir duas ligacdes internucleotidicas de fosforotioato entre os
trés nucleotideos terminais, em que dois dos trés nucleotideos sao os
nucleotideos da saliéncia, e o terceiro nucleotideo é um nucleotideo
emparelhado préoximo do nucleotideo da saliéncia. Em uma modalidade,
o0 agente de RNAI tem adicionalmente duas ligagdes internucleotidicas
de fosforotioato entre os trés nucleotideos terminais tanto na extremidade
5" da fita senso como na extremidade 5  da fita antissenso. Em uma
modalidade, todos os nucleotideos na fita senso e fita antissenso do
agente de RNAI, incluindo os nucleotideos que s&o parte dos motivos,
sdo nucleotideos modificados. Em uma modalidade, cada residuo esta
independentemente modificado por um 2’-O-metila ou 3’-flior, por
exemplo, em um motivo alternado. Opcionalmente, o agente de RNAI
compreende adicionalmente um ligante (preferencialmente GalNAcs).
[00204] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende fitas
senso e antissenso, em que o agente de RNAiI compreende uma
primeira fita tendo um comprimento que tem pelo menos 25 e no

maximo 29 nucleotideos e uma segunda fita tendo um comprimento que
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tem no maximo 30 nucleotideos com pelo menos um motivo de trés
modificagbes de 2°-O-metila em trés nucleotideos consecutivos nas
posicdes 11, 12, 13 a partir da extremidade 5°; em que a extremidade
3" da primeira fita e a extremidade 5 da segunda fita formam uma
extremidade coesiva e a segunda fita tem mais 1-4 nucleotideos na sua
extremidade 3" do que a primeira fita, em que a regido de duplex que
tem pelo menos 25 nucleotideos de comprimento, e a segunda fita é
suficientemente complementar com um RNAm alvo ao longo de pelo
menos 19 nucleotideos do comprimento da segunda fita para reduzir a
expresséo do gene alvo quando o agente de RNAI € introduzido em uma
célula de mamifero, e em que a clivagem por dicer do agente de RNAI
resulta preferencialmente em um siRNA compreendendo a extremidade
3" da segunda fita, reduzindo deste modo a expresséo do gene alvo no
mamifero. Opcionalmente, o agente de RNAiI compreende
adicionalmente um ligante.

[00205] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAi contém
pelo menos um motivo de trés modificacbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, onde um dos motivos ocorre no sitio de
clivagem na fita senso.

[00206] Em uma modalidade, a fita antissenso do agente de RNAI
pode também conter pelo menos um motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos, onde um dos motivos
ocorre no ou préximo do sitio de clivagem na fita antissenso.

[00207] Para um agente de RNAI tendo uma regido de duplex com
17-23 nucleotideos em comprimento, o sitio de clivagem da fita
antissenso esté tipicamente em torno das posi¢des 10, 11 e 12 a partir
da extremidade 5°. Assim, os motivos de trés modificacfes idénticas
podem ocorrer nas posi¢cdes 9, 10, 11; posicbes 10, 11, 12; posi¢cdes 11,
12, 13; posicbes 12, 13, 14; ou posicdes 13, 14, 15 da fita antissenso,

comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo a partir da
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extremidade 5° da fita antissenso, ou comec¢ando contagem a partir do
1° nucleotideo emparelhado dentro da regido de duplex a partir da
extremidade 5” da fita antissenso. O sitio de clivagem na fita antissenso
pode também mudar de acordo com o comprimento da regido de duplex
do RNAI a partir da extremidade 5.

[00208] A fita senso do agente de RNAI pode conter pelo menos um
motivo de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos no sitio de clivagem da fita; e a fita antissenso pode ter
pelo menos um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos no ou proximo do sitio de clivagem da fita.
Quando a fita senso e a fita antissenso formam um duplex de dsRNA, a
fita senso e a fita antissenso podem estar tdo alinhadas que um motivo
dos trés nucleotideos na fita senso e um motivo dos trés nucleotideos
na fita antissenso tém pelo menos uma sobreposi¢cdo de nucleotideo,
l.e., pelo menos um dos trés nucleotideos do motivo na fita senso forma
um par de bases com pelo menos um dos trés nucleotideos do motivo
na fita antissenso. Alternativamente, pelo menos dois nucleotideos
podem se sobrepor, ou todos os trés nucleotideos podem se sobrepor.
[00209] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAI pode
conter mais do que um motivo de trés modificacbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos. O primeiro motivo pode ocorrer no ou
proximo do sitio de clivagem da fita e os outros motivos podem ser uma
modificacdo em asa. O termo "modificacdo em asa" aqui se refere a um
motivo ocorrendo em outra porcdo da fita que esta separada do motivo
no ou proximo do sitio de clivagem da mesma fita. A modificacdo em
asa é adjacente ao primeiro motivo ou esta separada por pelo menos
um ou mais nucleotideos. Quando os motivos sdo imediatamente
adjacentes uns aos outros, entdo a quimica dos motivos é distinta uma
da outra e, quando os motivos estdo separados por um ou mais

nucleotideos, entdo as quimicas podem ser as mesmas ou diferentes.
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Podem estar presentes duas ou mais modificagcbes em asa. Por
exemplo, quando estdo presentes duas modificagbes em asa, cada
modificagdo em asa pode ocorrer em uma extremidade em relagéo ao
primeiro motivo que esta no ou proximo do sitio de clivagem ou em
gualquer um dos lados do motivo lider.

[00210] Como afita senso, a fita antissenso do agente de RNAi pode
conter mais do que um motivo de trés modificagbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos, com pelo menos um dos motivos ocorrendo
no ou préximo do sitio de clivagem da fita. A fita antissenso pode
também conter uma ou mais modificagdes em asa em um alinhamento
similar as modificacbes em asa que possam estar presentes na fita
senso.

[00211] Em uma modalidade, a modificacdo em asa na fita senso ou
fita antissenso do agente de RNAI néo inclui tipicamente o primeiro um
ou dois nucleotideos terminais na extremidade 3", extremidade 5" ou
ambas as extremidades da fita.

[00212] Em outra modalidade, a modificacdo em asa na fita senso ou
fita antissenso do agente de RNAI néo inclui tipicamente o primeiro um
ou dois nucleotideos emparelhados dentro da regido de duplex na
extremidade 3", extremidade 5 ou ambas as extremidades da fita.
[00213] Quando a fita senso e a fita antissenso do agente de RNAI
contém cada uma pelo menos uma modificacdo em asa, as
modificacdes em asa podem estar na mesma extremidade da regido de
duplex, e ttm uma sobreposicdo de um, dois ou trés nucleotideos.
[00214] Quando a fita senso e a fita antissenso do agente de RNAI
contém cada uma pelo menos duas modificacdes em asa, a fita senso
e a fita antissenso podem estar tdo alinhadas que duas modificacoes
cada uma de uma fita estdo em uma extremidade da regido de duplex,
tendo uma sobreposicdo de um, dois ou trés nucleotideos; duas

modificacdes cada uma de uma fita estdo na outra extremidade da

Peticaio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 48/294



43/277

regido de duplex, tendo uma sobreposicdo de um, dois ou trés
nucleotideos; duas modificacBes uma fita estdo em cada lado do motivo
lider, tendo uma sobreposicdo de um, dois ou trés nucleotideos na
regido de duplex.

[00215] Em uma modalidade, todos os nucleotideos na fita senso e
fita antissenso do agente de RNAI, incluindo os nucleotideos que séo
parte dos motivos, podem estar modificados. Cada nucleotideo pode
estar modificado com a mesma ou diferente modificacdo que pode
incluir uma ou mais alteracbes de um dos ou ambos 0s oxigénios de
fosfato ndo ligantes e/ou de um ou mais dos oxigénios de fosfato
ligantes; alterac&o de um constituinte do acucar de ribose, por exemplo,
da 2' hidroxila no agucar de ribose; substituicdo completa da fracdo
fosfato com ligantes "defosfo”; modificacéo ou substituicdo de uma base
ocorrendo naturalmente; e substituicdo ou modificacdo da estrutura
principal do fosfato de ribose.

[00216] Como os acidos nucleicos sdo polimeros de subunidades,
muitas das modificacbes ocorrem em uma posicdo que esta repetida
dentro de um acido nucleico, por exemplo, uma modificacdo de uma
base, ou uma fracéo fosfato, ou um O néo ligante de uma fracao fosfato.
Em alguns casos, a modificacdo ocorrera em todas as presentes
posices no acido nucleico mas em muitos casos ndo. A titulo de
exemplo, uma modificacdo pode apenas ocorrer em uma pPOSICAo
terminal 3" ou 5°, pode apenas ocorrer em uma regido terminal, por
exemplo, em uma posicdo em um nucleotideo terminal ou nos ultimos
2, 3,4,5, ou 10 nucleotideos de uma fita. Uma modificacdo pode ocorrer
em uma regido de fita dupla, uma regido de fita Unica, ou em ambas.
Uma modificacdo pode ocorrer apenas na regido de fita dupla de um
RNA ou pode apenas ocorrer em uma regiao de fita inica de um RNA.
Por exemplo, uma modificacdo de fosforotioato em uma posicéo de O

nao ligante pode apenas ocorrer em um dos ou ambos 0s terminais,
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pode apenas ocorrer em uma regido terminal, por exemplo, em uma
posicdo em um nucleotideo terminal ou nos ultimos 2, 3, 4, 5, ou 10
nucleotideos de uma fita, ou pode ocorrer em regides de fita dupla e fita
Unica, particularmente nos terminais. A extremidade ou extremidades 5
podem estar fosforiladas.

[00217] Pode ser possivel, por exemplo, intensificar a estabilidade,
incluir bases particulares em saliéncias, ou incluir nucleotideos
modificados ou suplentes de nucleotideos, em saliéncias de fita Unica,
por exemplo, em uma saliéncia 3" ou 5", ou em ambas. Por exemplo
pode ser desejavel incluir nucleotideos de purina em saliéncias. Em
algumas modalidades, todas as ou algumas das bases em uma
saliéncia 3" ou 5" podem estar modificadas, por exemplo, com uma
modificacdo descrita aqui. As modificacbes podem incluir, por exemplo,
0 uso de modificacbes na posicdo 2° do acgucar de ribose com
modificacbes que sdo conhecidas na técnica, por exemplo, 0 uso de
deoxirribonucleotideos, 2’-deoxi-2’-fluor (2’-F) ou 2’-O-metila modificada
em vez do acuUcar de ribose da nucleobase, e modificacdes no grupo
fosfato, por exemplo, modificacGes de fosforotioato. As saliéncias néo
necessitam de ser homoélogas com a sequéncia alvo.

[00218] Em uma modalidade, cada residuo da fita senso e fita
antissenso esta independentemente modificado com LNA, HNA, CeNA,
2’-metoxietila, 2’-O-metila, 2’-O-alila, 2’-C-alila, 2"-deoxi, 2’-hidroxila, ou
2’-fldor. As fitas podem conter mais do que uma modificacdo. Em uma
modalidade, cada residuo da fita senso e fita antissenso esta
independentemente modificado com 2’-O-metila ou 2’-flGor.

[00219] Pelo menos duas modificacdes diferentes estao tipicamente
presentes na fita senso e fita antissenso. Essas duas modificagdes
podem ser as modificacdes de 2’-O-metila ou 2’-flGor, ou outras.
[00220] Em uma modalidade, o Na e/ou N, compreendem

modificacbes de um padrao alternado. O termo "motivo alternado” como
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usado aqui se refere a um motivo tendo uma ou mais modificagdes,
ocorrendo cada modificacdo em nucleotideos alternados de uma fita. O
nucleotideo alternado pode se referir a um por cada todos os outros
nucleotideos ou um por cada trés nucleotideos, ou um padréo similar. Por
exemplo, se A, B e e C representarem cada um um tipo de modificacéo
ao nucleotideo, o motivo alternado pode ser "ABABABABABAB...",
"AABBAABBAABB...", "AABAABAABAAB...", "AAABAAABAAAB..."
"AAABBBAAABBB...", ou "ABCABCABCABC...", etc.

[00221] O tipo de modificacBes contido no motivo alternado pode ser
0 mesmo ou diferente. Por exemplo, se A, B, C, D representarem cada
um um tipo de modificagdo no nucleotideo, o padrao alternado, i.e.,
modificacbes em todos o0s outros nucleotideos, pode ser o mesmo, mas
cada uma da fita senso ou fita antissenso pode ser selecionada de
varias possibilidades de modificacbes dentro do motivo alternado tal
como "ABABAB...", "ACACAC...", "BDBDBD..." ou "CDCDCD...", etc.
[00222] Em uma modalidade, o agente de RNAi da invencéo
compreende o padrdo de modificacdo para o motivo alternado na fita
senso em relacdo ao padrédo de modificacdo para o motivo alternado na
fita antissenso € trocado. A troca pode ser tal que o grupo modificado
de nucleotideos da fita senso corresponda a um grupo de nucleotideos
diferentemente modificado da fita antissenso e vice versa. Por exemplo,
a fita senso, quando emparelhada com a fita antissenso no duplex de
dsRNA, o motivo alternado na fita senso pode comecar com "ABABAB"
a partir de 5°-3" da fita e o motivo alternado na fita antissenso pode
comecar com "BABABA" a partir de 5-3" da fita dentro da regido de
duplex. Como outro exemplo, o motivo alternado na fita senso pode
comecar com "AABBAABB" a partir de 5°-3" da fita e o motivo alternado
na fita antissenso pode comecar com "BBAABBAA" a partir de 5°-3" da
fita dentro da regido de duplex, tal que existe uma troca completa ou

parcial dos padrdes de modificacao entre a fita senso e a fita antissenso.
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[00223] Em uma modalidade, o agente de RNAIi compreende o
padrdo do motivo alternado de modificagc&o de 2'-O-metila e modificagao
de 2’-F na fita senso tem uma troca em relagcdo ao padrao do motivo
alternado de modificagdo de 2'-O-metila e modificacdo de 2’-F na fita
antissenso inicialmente, i.e., o nucleotideo modificado com 2'-O-metila
na fita senso emparelhada em termos de base com um nucleotideo
modificado com 2'-F na fita antissenso e vice versa. A posicdo 1 da fita
senso pode comecar com a modificacdo de 2°-F, e a posicao 1 da fita
antissenso pode comecar com a modificacdo de 2"-O-metila.

[00224] A introducdo de um ou mais motivos de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos na fita senso e/ou fita
antissenso interrompe o padrédo de modificac&o inicial presente na fita
senso e/ou fita antissenso. Esta interrupcdo do padrédo de modificagao
das fitas senso e/ou antissenso por introducdo de um ou mais motivos
de trés modificacbes idénticas em trés nucleotideos consecutivos nas
fitas senso e/ou antissenso intensifica surpreendentemente a atividade
de silenciamento de gene do gene alvo.

[00225] Em uma modalidade, quando o motivo de trés modificacdes
idénticas em trés nucleotideos consecutivos é introduzido em qualquer
uma das fitas, a modificacdo do nucleotideo préximo do motivo € uma
modificacao diferente do que a modificacdo do motivo. Por exemplo, a
por¢cao da sequéncia contendo o motivo é "...NaYYYNy...", onde "Y"
representa a modificacdo do motivo de trés modificacdes idénticas em
trés nucleotideos consecutivos, € "Ni" e "Np" representam uma
modificacdo ao nucleotideo proximo do motivo "YYY" que é diferente do
gue a modificacdo de Y, e onde Na e N, podem ser as mesmas ou
diferentes modificacdes. Alternativamente, Na e/ou Ny, podem estar
presentes ou ausentes quando esta presente uma modificacdo em asa.
[00226] O agente de RNAIi pode adicionalmente compreender pelo

menos uma ligacédo internucleotidica de fosforotioato ou metilfosfonato.
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A modificacdo de ligacdo internucleotidica de fosforotioato ou
metilfosfonato pode ocorrer em qualquer nucleotideo da fita senso ou
fita antissenso ou ambas as fitas em qualquer posicdo da fita. Por
exemplo, a modificacdo de ligacdo internucleotidica pode ocorrer em
todos o0s nucleotideos da fita senso e/ou fita antissenso; cada
modificacdo de ligacdo internucleotidica pode ocorrer em um padrao
alternado na fita senso e/ou fita antissenso; ou a fita senso ou fita
antissenso pode conter ambas as modificacbes de ligacéo
internucleotidica em um padrdo alternado. O padrdo alternado da
modificag&o de ligagéo internucleotidica na fita senso pode ser o mesmo
ou diferente da fita antissenso, e 0 padrao alternado da modificacéo de
ligacao internucleotidica na fita senso pode ter uma troca em relacdo ao
padrdo alternado da modificacdo de ligacédo internucleotidica na fita
antissenso.

[00227] Em uma modalidade, o RNAiI compreende uma modificacao
de ligacao internucleotidica de fosforotioato ou metilfosfonato na regiao
de saliéncia. Por exemplo, a regido de saliéncia pode conter dois
nucleotideos tendo uma ligacéao internucleotidica de fosforotioato ou
metilfosfonato entre os dois nucleotideos. As modificacdes de ligacdo
internucleotidica podem ser tambeém feitas para ligar os nucleotideos da
saliéncia aos nucleotideos emparelhados terminais dentro da regido de
duplex. Por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, ou todos os nucleotideos da
saliéncia podem estar ligados através de ligacao internucleotidica de
fosforotioato ou metilfosfonato, e, opcionalmente, podem existir ligacoes
de internucleotideos de fosforotioato ou metilfosfonato adicionais ligante
0 nucleotideo da saliéncia a um nucleotideo emparelhado que esteja
proximo do nucleotideo da saliéncia. Por exemplo podem existir pelo
menos duas ligacdes de internucleotideos de fosforotioato entre os trés
nucleotideos terminais, nas quais dois dos trés nucleotideos sé&o

nucleotideos da saliéncia, e o terceiro € um nucleotideo emparelhado
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proximo do nucleotideo da saliéncia. Estes trés nucleotideos terminais
podem estar na extremidade 3" da fita antissenso, na extremidade 3" da
fita senso, da extremidade 5° da fita antissenso, e/ou na extremidade 5
da fita antissenso.

[00228] Em uma modalidade, a saliéncia de 2 nucleotideos esta na
extremidade 3"~ da fita antissenso, e existem duas ligacdes
internucleotidicas de fosforotioato entre os trés nucleotideos terminais,
em que dois dos trés nucleotideos sdo os nucleotideos da saliéncia, e 0
terceiro nucleotideo € um nucleotideo emparelhado proximo do
nucleotideo da saliéncia. Opcionalmente, o agente de RNAIi pode
adicionalmente ter duas ligacdes internucleotidicas de fosforotioato
entre os trés nucleotideos terminais tanto na extremidade 5 da fita
senso como na extremidade 5° da fita antissenso.

[00229] Em uma modalidade, o agente de RNAi compreende nédo
correspondéncia(s) com o alvo, dentro do duplex, ou suas combinacdes.
A néo correspondéncia pode ocorrer na regido de saliéncia ou na regido
de duplex. O emparelhamento de bases pode ser classificado com base
na sua propensdo para promover dissociacao ou fusao (por exemplo,
na energia livre de associacdo ou dissociacdo de um emparelhamento
particular, a abordagem mais simples é examinar os pares em uma base
de pares individuais, embora possa ser também usada analise do
vizinho préximo ou similar). Em termos de promocéo da dissociacao:
A:U é preferencial em relacédo a G:C; G:U é preferencial em relacéo a
G:C; e I:.C é preferencial em relacdo a G:C (I=inosina). As ndao
correspondéncias, por exemplo, emparelhamentos ndo candnicos ou
sem ser canbnicos (como descrito em outro lugar aqui) séo preferenciais
em relagdo a emparelhamentos canbénicos (AT, A:U, G:.C); e
emparelhamentos que incluem uma base universal sao preferenciais
em relacdo a emparelhamentos candnicos.

[00230] Em uma modalidade, o agente de RNAiI compreende pelo
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menos um dos primeiros 1, 2, 3, 4, ou 5 pares de bases dentro das
regides de duplex a partir da extremidade 5  da fita antissenso
independentemente selecionados do grupo de: A:U, G:U, I:.C, e pares
nao correspondidos, por exemplo, emparelhamentos ndo candnicos ou
sem ser candnicos ou emparelhamentos que incluem uma base
universal, para promover a dissociacdo da fita antissenso na
extremidade 5 do duplex.
[00231] Em uma modalidade, o nucleotideo na posi¢cédo 1 dentro da
regido de duplex a partir da extremidade 5 na fita antissenso €
selecionado do grupo consistindo em A, dA, dU, U, e dT.
Alternativamente, pelo menos um dos primeiros 1, 2 ou 3 pares de
bases dentro da regido de duplex a partir da extremidade 5" da fita
antissenso € um par de bases AU. Por exemplo, o primeiro par de bases
dentro da regido de duplex a partir da extremidade 5” da fita antissenso
€ um par de bases AU.
[00232] Em uma modalidade, a sequéncia da fita senso pode ser
representada pela férmula (1):

5' Np-Na-(X X X)i-Nb-Y Y Y-Nb-(Z Z Z)j-Na-ng 3" (1)
[00233] em que:
[00234] iejséao cada um independentemente O ou 1;
[00235] p e qsé&o cada um independentemente 0-6;
[00236] cada Na representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;
[00237] cada Ny representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;
[00238] cada np e nq representa independentemente um nucleotideo
da saliéncia;

[00239] em que Np e Y ndo tém a mesma modificacao; e
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[00240] XXX, YYY e ZZZ representam cada um independentemente
um motivo de trés modificacdes idénticas em trés nucleotideos
consecutivos. Preferencialmente, YYY é nucleotideos todos
modificados com 2’-F.
[00241] Em wuma modalidade, o Na e/ou Np, compreendem
modificagbes de padréo alternado.
[00242] Em uma modalidade, o motivo YYY ocorre no ou proximo do
sitio de clivagem da fita senso. Por exemplo, quando o agente de RNAI
tem uma regido de duplex com 17-23 nucleotideos em comprimento, o
motivo YYY pode ocorrer no ou na vizinhancga do sitio de clivagem (por
exemplo: pode ocorrer nas posicoes 6, 7, 8; 7, 8, 9; 8, 9, 10; 9, 10, 11;
10, 11,12 ou 11, 12, 13) da fita senso, comegando a contagem a partir
do 1° nucleotideo, a partir da extremidade 5"; ou, opcionalmente,
comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro
da regido de duplex, a partir da extremidade 5'.
[00243] Em uma modalidade,ié1ejé0,ouié0ejé 1, ouambos
i e j sdo 1. A fita senso pode ser portanto representada pelas seguintes
formulas:
5' Np-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Ib);
5' Np-Na-XXX-Np-YYY-Na-ng 3' (I); ou
5' Np-Na-XXX-Np-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Id).
[00244] Quando a fita senso é representada pela formula (Ib), Np
representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-10,
0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O nucleotideos modificados. Cada Na pode
representar independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00245] Quando a fita senso € representada como férmula (Ic), Np
representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-10,
0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O nucleotideos modificados. Cada Na pode

representar independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
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compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00246] Quando a fita senso é representada como formula (Id), cada
Nb representa independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados.
Preferencialmente, Ny € 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. Cada Na pode representar
independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos compreen-
dendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00247] Cadaumde X, Y e Z pode ser o mesmo ou diferente uns dos
outros.
[00248] Em outras modalidades, i € 0 e j é 0, e a fita senso pode ser
representada pela formula:
5' np-Na-YYY-Na-ng 3' (1a).

[00249] Quando a fita senso é representada pela férmula (la), cada
Na pode representar independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00250] Em uma modalidade, a sequéncia da fita antissenso do RNAI
pode ser representada pela férmula (I1):

5' Ng-Na'-(Z’Z"Z")-Np"-Y'Y'Y'-Np'"- (X'X'X")-N'a-np" 3" (1)
[00251] em que:
[00252] kel sédo cada um independentemente O ou 1;
[00253] p’ e q sdo cada um independentemente 0-6;
[00254] cada Nai  representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;
[00255] cada Ny' representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;
[00256] cada np'e ng' representa independentemente um nucleotideo

da saliéncia;

Peticaio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 57/294



52/277

[00257] em que Np' e Y’ ndo tém a mesma modificacao;
[00258] e
[00259] XXX, YYY' e Z'Z'Z' representam cada um indepen-
dentemente um motivo de trés modificacdes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos.
[00260] Em uma modalidade, o Ni e/ou Ny compreendem
modificagbes de padréo alternado.
[00261] O motivo Y'Y'Y' ocorre no ou proximo do sitio de clivagem da
fita antissenso. Por exemplo, quando o agente de RNAI tem uma regiéao
de duplex com 17-23 nucleotideos em comprimento, o motivo Y'Y'Y’
pode ocorrer nas posi¢des 9, 10, 11;10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14;
ou 13, 14, 15 da fita antissenso, comecando a contagem a partir do 1°
nucleotideo, a partir da extremidade 5°; ou, opcionalmente, comecando
a contagem a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro da regido de
duplex, a partir da extremidade 5’. Preferencialmente, o motivo Y'Y'Y’
ocorre nas posicoes 11, 12, 13.
[00262] Em uma modalidade, o motivo Y'Y'Y' é todos os nucleotideos
modificados com 2’-OMe.
[00263] Em uma modalidade,kélelé0,ouké0elé 1, ouambos
kelséo 1.
[00264] A fita antissenso pode ser portanto, representada pelas
seguintes formulas:
5' Ng-Na-Z'Z'Z'-Np"-Y'Y'Y'-Na"-npy 3" (lIb);
5' ng-Na"-Y'Y'Y'-Np'-X'X'X"-ny 3" (lIc); ou
5' Ng-Na'- Z'Z'Z'-Np"-Y'Y'Y'-Np'- X'X'X"-Na"-np 3' (11d).
[00265] Quando a fita antissenso é representada pela formula (llb),
Ny representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo O-
10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados. Cada N.' pode
representar independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos

compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.
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[00266] Quando a fita antissenso é representada como formula (lIc),
Ny’ representa uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 0-
10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou 0 nucleotideos modificados. Cada N.' pode
representar independentemente uma sequéncia de oligonucleotideos
compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos modificados.
[00267] Quando a fita antissenso é representada como formula
(lld),cada Ny’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O
nucleotideos modificados. Cada Na pode representar independen-
temente uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-
15, ou 2-10 nucleotideos modificados. Preferencialmente, Ny € 0, 1, 2,
3,4,50u6.
[00268] Em outras modalidades, k é 0 e | € 0 e a fita antissenso pode
ser representada pela formula:

5'np-Na-Y’Y’Y’-Na-ng 3' (1a).
[00269] Quando a fita antissenso é representada como formula (ll1a),
cada Ni representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00270] Cada um de X', Y' e Z' pode ser o mesmo ou diferente uns
dos outros.
[00271] Cada nucleotideo da fita senso e fita antissenso pode estar
independentemente modificado com LNA, HNA, CeNA, 2’-metoxietila,
2’-O-metila, 2’-O-alila, 2’-C-alila, 2’-hidroxila, ou 2’-fldor. Por exemplo,
cada nucleotideo da fita senso e fita antissenso esta independen-
temente modificado com 2’-O-metila ou 2’-fllor. Cada X, Y, Z, X', Y'e Z',
em particular, pode representar uma modificagao de 2’-O-metila ou uma
modificagcao de 2’-fldor.
[00272] Em uma modalidade, a fita senso do agente de RNAI pode

conter o motivo YYY ocorrendo a 9, 10 e 11 posi¢des da fita quando a
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regido de duplex tem 21 nt, comecando a contagem a partir do 1°
nucleotideo a partir da extremidade 5°, ou, opcionalmente, comec¢ando
a contagem a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro da regido de
duplex, a partir da extremidade 5’; e Y representa modificacao de 2’-F.
A fita senso pode adicionalmente conter o motivo XXX ou motivos ZZZ
como modifica¢cdes em asa na extremidade oposta da regido de duplex;
e XXX e ZZZ representam independentemente cada um uma
modificagdo de 2’-OMe ou uma modificagcédo de 2’-F.

[00273] Em uma modalidade, a fita antissenso pode conter o motivo
Y'Y'Y' ocorrendo a 11, 12, 13 posi¢cdes da fita, comegando a contagem
a partir do 1° nucleotideo a partir da extremidade 5°, ou, opcionalmente,
comecando a contagem a partir do 1° nucleotideo emparelhado dentro
da regido de duplex, a partir da extremidade 5; e Y  representa
modificacdo de 2’-O-metila. A fita antissenso pode adicionalmente
conter o motivo X'X'X' ou motivos Z'Z'Z' como modificagdes em asa na
extremidade oposta da regiao de duplex; e X'X'X' e Z'Z'Z' representam
independentemente cada um uma modificagdo de 2’-OMe ou uma
modificacao de 2’-F.

[00274] A fita senso representada por qualquer uma das férmulas
(Ia), (Ib), (Ic), e (Id) acima forma um duplex com uma fita antissenso
sendo representada por qualquer uma das formulas (lla), (llb), (lic), e
(lld), respectivamente.

[00275] Portanto, os agentes de RNAIi para uso nos métodos da
invencdo podem compreender uma fita senso e uma fita antissenso,
tendo cada fita 14 a 30 nucleotideos, o duplex de RNAI representado

pela formula (111):

Senso: 5' Np-Na-(X X X)i-Nb-Y Y Y-Np-(Z Z Z)j-Na-nq 3'
antissenso: 3' Np-Na-(X'X'X")-Np-Y'Y'Y'-Np -(Z'Z'Z')-Na-ng 5'
(111

[00276] em que:
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[00277] 1, ], k, e | sGo cada um independentemente 0 ou 1;
[00278] p, P, 9, € q' sdo cada um independentemente 0-6;
[00279] cada Nae Na representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-25 nucleotideos modificados,
compreendendo cada sequéncia pelo menos dois nucleotideos
diferentemente modificados;
[00280] cada Npe Ny representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 0-10 nucleotideos modificados;
[00281] em que
[00282] cada np, np, Ny, € ng, cada um dos quais pode ou nao estar
presente, representa independentemente um nucleotideo da saliéncia;
e
[00283] XXX, YYY, Z2ZZ, X'X'X', YY'Y', e Z'Z'Z' representam cada um
independentemente um motivo de trés modificacbes idénticas em trés
nucleotideos consecutivos.
[00284] Em uma modalidade,ié0ejéO;ouielejéO;ouiélej
€ 1; ouambosiejsao 0; ouambosie jsdo 1. Em outra modalidade, k
e0elél;oukéleléO;kéeOelél;ouamboskelsao0; ouambos
kelséo 1.
[00285] Combinacdes exemplares da fita senso e fita antissenso
formando um duplex de RNAI incluem as férmulas em baixo:
5'Np-Na-Y Y Y-Na-ng 3'
3' np-Na-Y'Y'Y'-Nang 5'
(Ia)
5 Np-Na-Y Y Y-Np-Z Z Z-Na-nq 3'
3' Np-Na-Y'Y'Y'-Np-Z'Z'Z'-Nang 5'
(11b)
5' Np-Na-X X X-Np-Y Y Y-Na-ng 3'
3" Np-Na-X'X'X"-Np-Y'Y'Y'-Na-ng 5'
(Ilc)
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5' Np-Na-X X X-Np-Y Y Y-Np-Z Z Z-Na-nq 3'
3' Np-Na-X'X'X"-Np-Y'Y'Y'-Ny-Z'Z'Z"-Na-ng 5'
(11d)

[00286] Quando o agente de RNAI é representado pela formula (llla),
cada Na representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00287] Quando o agente de RNAI € representado pela formula (llib),
cada Np representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 1-10, 1-7, 1-5 ou 1-4 nucleotideos
modificados. Cada Na representa independentemente uma sequéncia
de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10 nucleotideos
modificados.
[00288] Quando o agente de RNAI é representado como formula
(llic), cada Ny, Nv’' representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O
nucleotideos modificados. Cada Na representa independentemente uma
sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-10
nucleotideos modificados.
[00289] Quando o agente de RNAI é representado como formula
(Illd), cada Nb, Ny’ representa independentemente uma sequéncia de
oligonucleotideos compreendendo 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 ou O
nucleotideos modificados. Cada Na, Na representa independentemente
uma sequéncia de oligonucleotideos compreendendo 2-20, 2-15, ou 2-
10 nucleotideos modificados. Cada um de Na, Na', Np & Ny representa
independentemente modificacbes de padréo alternado.
[00290] Cada um de X, Y e Z nas formulas (lll), (1l1a), (llib), (llic), e
(11ld) pode ser o mesmo ou diferentes uns dos outros.
[00291] Quando o agente de RNAI é representado pelas férmulas

(11D, (1a), (1b), (llic), e (llid), pelo menos um dos nucleotideos Y pode
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formar um par de bases com um dos nucleotideos Y'. Alternativamente,
pelo menos dois dos nucleotideos Y formam pares de bases com os
correspondentes nucleotideos Y’; ou todos os trés nucleotideos Y
formam pares de bases com os correspondentes nucleotideos Y'.
[00292] Quando o agente de RNAI é representado pela formula (111b)
ou (llld), pelo menos um dos nucleotideos Z pode formar um par de
bases com um dos nucleotideos Z'. Alternativamente, pelo menos dois
dos nucleotideos Z formam pares de bases com os correspondentes
nucleotideos Z”; ou todos os trés nucleotideos Z formam pares de bases
com os correspondentes nucleotideos Z'.

[00293] Quando o agente de RNAI é representado como formula
(lllc) ou (llld), pelo menos um dos nucleotideos X pode formar um par
de bases com um dos nucleotideos X'. Alternativamente, pelo menos
dois dos nucleotideos X formam pares de bases com o0s
correspondentes nucleotideos X'; ou todos os trés nucleotideos X
formam pares de bases com os correspondentes nucleotideos X'
[00294] Em uma modalidade, a modificagdo no nucleotideo Y é
diferente da modificacdo no nucleotideo Y", a modificacdo no nucle-
otideo Z é diferente da modificacdo no nucleotideo Z°, e/ou a modifi-
cacado no nucleotideo X é diferente da modificacdo no nucleotideo X'.
[00295] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi é
representado pela férmula (llld), as modificacbes de Na sé&o
modificacdes de 2’-O-metila ou 2'-fldor. Em outra modalidade, quando
0 agente de RNAI é representado pela formula (llld), as modificacdes
de Na sdo modificagBes de 2'-O-metila ou 2’'-flior e np’' >0 e pelo menos
um np’ esta ligado a um nucleotideo da vizinhanga através de uma
ligacao de fosforotioato. Ainda em outra modalidade, quando o agente
de RNAI é representado pela formula (l1ld), as modificacdes de Na sdo
modificacoes de 2'-O-metila ou 2'-fluor, np’ >0 e pelo menos um np' esta

ligado a um nucleotideo da vizinhanca através de ligacdo de
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fosforotioato, e a fita senso esta conjugada com um ou mais derivados
de GalNAc anexados através de um ligante ramificado bivalente ou
trivalente. Em outra modalidade, quando o agente de RNAi é
representado pela férmula (llld), as modificacbes de Na sao
modificacdes de 2'-O-metila ou 2'-fluor, np’ >0 e pelo menos um np’ esta
ligado a um nucleotideo da vizinhanca através de ligacdo de
fosforotioato, a fita senso compreende pelo menos uma ligacédo de
fosforotioato, e a fita senso esta conjugada com um ou mais derivados
de GalNAc anexados através de um ligante ramificado bivalente ou
trivalente.

[00296] Em uma modalidade, quando o agente de RNAi é
representado pela férmula (llla), as modificacbes de Na sé&o
modificacdes de 2'-O-metila ou 2'-flior, np’ >0 e pelo menos um np’ esta
ligado a um nucleotideo da vizinhanca através de ligacdo de
fosforotioato, a fita senso compreende pelo menos uma ligacdo de
fosforotioato, e a fita senso esta conjugada com um ou mais derivados
de GalNAc anexados através de um ligante ramificado bivalente ou
trivalente.

[00297] Em uma modalidade, o agente de RNAi é um multimero
contendo pelo menos dois duplexes representados pela formula (lll),
(1l1a), (llb), (lic), e (llid), em que os duplexes estado conectados por um
ligante. O ligante pode ser clivavel ou ndo clivavel. Opcionalmente, o
multimero compreende adicionalmente um ligante. Cada um dos
duplexes pode se dirigir ao mesmo gene ou dois genes diferentes; ou
cada um dos duplexes pode se dirigir ao mesmo gene em dois locais
alvo diferentes.

[00298] Em uma modalidade, o agente de RNAi é um multimero
contendo trés, quatro, cinco, seis ou mais duplexes representados pelas
férmulas (111), (llla), (llib), (llic), e (llld), em que os duplexes estdo

conectados por um ligante. O ligante pode ser clivavel ou nao clivavel.
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Opcionalmente, o multimero compreende adicionalmente um ligante.
Cada um dos duplexes pode se dirigir a0 mesmo gene ou dois genes
diferentes; ou cada um dos duplexes pode se dirigir ao mesmo gene em
dois locais alvo diferentes.

[00299] Em uma modalidade, dois agentes de RNAI representados
pelas formulas (111), (1l1a), (1lib), (llic), e (llid) estédo ligados um ao outro
na extremidade 5, e uma das ou ambas as extremidades 3’ e estao
opcionalmente conjugados com um ligante. Cada um dos agentes pode
se dirigir ao mesmo gene ou dois genes diferentes; ou cada um dos
agentes pode se dirigir ao mesmo gene em dois locais alvo diferentes.

[00300] Varias publicacbes descrevem agentes de RNAI multiméricos
gue podem ser usados nos metodos da invencéo. Tais publicacdes
incluem WO02007/091269, Patente dos EUA No. 7858769,
W02010/141511, WO2007/117686, W0O2009/014887 e W02011/031520,
0s conteudos inteiros da quais sdo deste modo incorporadas aqui por
referéncia.

[00301] O agente de RNAI que contém conjugacfes de uma ou mais
fracOes carboidrato com um agente de RNAI pode otimizar uma ou mais
propriedades do agente de RNAi. Em muitos casos, a fracao carboidrato
estara anexada a uma subunidade modificada do agente de RNAI. Por
exemplo, o acucar de ribose de uma ou mais subunidades de
nucleotideos de um agente de dsRNA pode estar substituido por outra
fracdo, por exemplo, um carreador nao de carboidrato
(preferencialmente ciclico) a qual esta anexado um ligante de
carboidrato. Uma subunidade de ribonucleotideos na qual o acucar de
ribose da subunidade foi assim substituida é referida aqui como uma
subunidade de modificacdo de substituicdo de ribose (RRMS). Um
carreador ciclico pode ser um sistema em anel carbocilico, i.e., todos os
atomos no anel sdo atomos de carbono, ou um sistema em anel

heterocilcico, i.e., um ou mais atomos no anel podem ser um

Peticaio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 65/294



60/277

heteroatomo, por exemplo, nitrogénio, oxigénio, enxofre. O carreador
ciclico pode ser um sistema em anel monociclico, ou pode conter dois
ou mais anéis, por exemplo, anéis fundidos. O carreador ciclico pode
ser um sistema em anel completamente saturado, ou pode conter uma
ou mais ligacdes duplas.

[00302] O ligante pode estar anexado ao polinucleotideo através de
um carreador. Os carreadores incluem (i) pelo menos um "ponto de
anexacao a estrutura principal", preferencialmente dois "pontos de
anexacao a estrutura principal” e (ii) pelo menos um "ponto de anexacao
em corrente”. Um "ponto de anexacgao a estrutura principal” como usado
aqui se refere a um grupo funcional, por exemplo, um grupo hidroxila,
ou, geralmente, uma ligacéo disponivel para, ou que € adequada para,
incorporacao do carreador na estrutura principal, por exemplo, estrutura
principal contendo fosfato, ou fosfato modificado, por exemplo, enxofre,
de um &cido ribonucleico. Um "ponto de anexacdo em corrente” (TAP)
em algumas modalidades se refere a um atomo no anel constituinte do
carreador ciclico, por exemplo, um &atomo de carbono ou um
heteroatomo (distinto de um atomo que proporciona um ponto de
anexacao a estrutura principal), que conecta uma fracéo selecionada. A
fracdo pode ser, por exemplo, um carboidrato, por exemplo,
monossacarideo, dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo,
oligossacarideo e polissacarideo. Opcionalmente, a fracdo selecionada
estd conectada por uma corrente de intervencdo ao carreador ciclico.
Assim, o carreador ciclico incluira frequentemente um grupo funcional,
por exemplo, um grupo amino, ou, geralmente, proporcionara uma
ligacdo, que é adequada para incorporacao ou ligacdo por corrente de
outra entidade quimica, por exemplo, um ligante ao anel constituinte.
[00303] Os agentes de RNAIi podem estar conjugados com um
ligante através de um carreador, em que o carreador pode ser grupo

ciclico ou grupo aciclico; preferencialmente, o grupo ciclico é
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selecionado de pirrolidinila, pirazolinila, pirazolidinila, imidazolinila,
imidazolidinila, piperidinila, piperazinila, [1,3]dioxolano, oxazolidinila,
isoxazolidinila, morfolinila, tiazolidinila, isotiazolidinila, quinoxalinila,
piridazinonila, tetraidrofurila e decalina; preferencialmente, o grupo
aciclico é selecionado de estrutura principal de serinol ou estrutura
principal de dietanolamina.

[00304] Em certas modalidades especificas, o agente de RNAI para
uso nos métodos da invencdo é um agente selecionado do grupo de
aegntes listados na Tabela 1 e Tabela 2.

[00305] Estes agentes podem adicionalmente compreender um
ligante.

A. Ligantes

[00306] Os agentes de RNA de fita dupla (dsRNA) da invencéo
podem estar opcionalmente conjugados com um ou mais ligantes. O
ligante pode estar anexado a fita senso, fita antissenso ou ambas as
fitas, na extremidade 3, extremidade 5" ou ambas as extremidades. Por
exemplo, o ligante pode estar conjugado com a fita senso. Em
modalidades preferenciais, o ligante esta conjugado com a extremidade
3' da fita senso. Em uma modalidade preferencial, o ligante € um ligante

de GalNAc. Em modalidades particularmente preferenciais, o ligante
GalNAcs:
Ho (O

AcHN
Ho OH

o)
HO OW\H/N/\/\N o)
AcHN o H H

[00307] Em algumas modalidades, o ligante, por exemplo, ligante de

GalNAc, esta anexado a extremidade 3’ do agente de RNAIi. Em uma
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modalidade, o agente de RNAIi estd conjugado com o ligante, por

exemplo, ligante de GalNAc, como mostrado no seguinte esquema

H 0
AcHN N K
OH
HO
Oy H
%o N N O%N
HO ~ N
N \/\/\g \n/\/ 5
%o e
HO N™>"NT0

AcHN

[00308] em que X é O ou S. Em uma modalidade, X é O.

[00309] Uma ampla variedade de entidades pode estar acoplada aos
agentes de RNAI da presente invencao. FracOes preferenciais sdo
ligantes que estdo acoplados, preferencialmente covalentemente,
diretamente ou indiretamente, através de uma corrente de intervencgao.
[00310] Em modalidades preferenciais, um ligante altera a
distribuicdo, direcionamento ou tempo de vida da molécula na qual é
incorporado. Em modalidades preferenciais, um ligante proporciona
uma afinidade intensificada para um alvo selecionado, por exemplo,
molécula, célula ou tipo de célula, compartimento, receptor, por
exemplo, um compartimento celular ou de 6rgéo, tecido, 6rgéo ou regido
do corpo, por exemplo, em comparacdo com uma espécie sem um tal
ligante. Os ligantes proporcionando afinidade intensificada para um alvo
selecionado sdo também denominados ligantes de direcionamento.
[00311] Alguns ligantes podem ter propriedades endossomoliticas.
Os ligantes endossomoliticos promovem a lise do endossoma e/ou
transporte da composicdo da invencao, ou seus componentes, do
endossoma para o citoplasma da célula. O ligante endossomolitico pode
ser um peptideo polianidénico ou peptideomimético que mostra atividade
da membrana dependente de pH e fusogenicidade. Em uma

modalidade, o ligante endossomolitico assume a sua conformacéo ativa
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ao pH endossomal. A conformacédo "ativa" € aquela conformacéo na
gual o ligante endossomolitico promove a lise do endossoma e/ou
transporte da composicdo da invencédo, ou seus componentes, do
endossoma para o citoplasma da célula. Ligantes endossomoliticos
exemplares incluem o peptideo GALA (Subbarao et al., Biochemistry,
1987, 26: 2964-2972), o peptideo EALA (Vogel et al., J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118: 1581-1586), e seus derivados (Turk et al., Biochem.
Biophys. Acta, 2002, 1559: 56-68). Em uma modalidade, o componente
endossomolitico pode conter um grupo quimico (por exemplo, um
aminoacido) que sofrerd& uma mudanca na carga ou protonacdo em
resposta a uma mudanca no pH. O componente endossomolitico pode
ser linear ou ramificado.

[00312] Os ligantes podem melhorar o transporte, hibridacdo, e
propriedades de especificidade e podem também melhorar a resisténcia
a nucleases do oligorribonucleotideo natural ou modificado resultante,
ou uma molécula polimérica compreendendo qualquer combinacgéo de
mondmeros descritos aqui e/ou ribonucleotideos naturais ou
modificados.

[00313] Os ligantes podem incluir em geral modificadores
terapéuticos, por exemplo, para intensificacdo da captacdo; compostos
de diagndstico ou grupos repérter, por exemplo, para monitorizacéo da
distribuicdo; agentes de reticulacdo; e fracdes de confericdo de
resisténcia a nucleases. Exemplos gerais incluem lipideos, esteroides,
vitaminas, acucares, proteinas, peptideos, poliaminas, e mimicos de
peptideos.

[00314] Os ligantes podem incluir uma substancia ocorrendo
naturalmente, tal como uma proteina (por exemplo, albumina do soro
humano (HSA), lipoproteina de baixa densidade (LDL), ou globulina);
um carboidrato (por exemplo, uma dextrana, pululana, quitina,

guitosana, inulina, ciclodextrina ou acido hialurénico); ou um lipideo. O
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ligante pode ser também uma molécula recombinante ou sintética, tal
como um polimero sintético, por exemplo, um poliaminoacido sintético,
um oligonucleotideo (por exemplo, um aptamero). Exemplos de
poliaminoacidos incluem poliaminoacido € uma polilisina (PLL),
poliacido L-aspartico, poliacido L-glutamico, copolimero de estireno-
anidrido do &cido maleico, copolimero poli(L-lactideo-co-glicolideo),
copolimero de éter de divinila-anidrido maleico, copolimero de N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietileno glicol (PEG), &lcool de
polivinila (PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-
isopropilacrilamida, ou polifosfazina. Exemplos de poliaminas incluem:
polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina,
pseudopeptideo-poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina de
dendrimero, arginina, amidina, protamina, lipideo catibnico, porfirina
catibnica, sal quaternario de uma poliamina, ou um peptideo alfa
helicoidal.

[00315] Os ligantes podem também incluir grupos de
direcionamento, por exemplo, um agente de direcionamento de células
ou tecidos, por exemplo, uma lectina, glicoproteina, lipideo ou proteina,
por exemplo, um anticorpo, que se liga a um tipo especificado de células
tal como uma célula dos rins. Um grupo de direcionamento pode ser
uma tirotropina, melanotropina, lectina, glicoproteina, proteina
tensioativa A, Carboidrato de mucina, lactose multivalente, galactose
multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-gulucosamina, manose
multivalente, fucose multivalente, poliaminoacidos glicosilados,
galactose multivalente, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato,
poliaspartato, um lipideo, colesterol, um esteroide, acido biliar, folato,
vitamina B12, vitamina A, biotina, um peptideo RGD, um mimético de
peptideo RGD ou um aptamero.

[00316] Outros exemplos de ligantes incluem corantes, agentes

intercaladores (por exemplo, acridinas), reticulantes (por exemplo,
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psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, Safirina),
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (por exemplo, fenazina,
diidrofenazina), endonucleases artificiais ou um quelante (por exemplo,
EDTA), moléculas lipofilicas, por exemplo, colesterol, acido cdlico,
adamantano de acido acético, acido 1-pireno butirico,
diidrotestosterona, 1,3-Bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexila,
hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecila,
acido palmitico, acido miristico, &cido O3-(oleoil)litocdlico, &cido O3-
(oleoil)colénico, dimetoxitritila, ou fenoxazina e conjugados de
peptideos (por exemplo, peptideo de antennapedia, peptideo Tat),
agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (por exemplo, PEG-
40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino, alquila, alquila substituida,
marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (por exemplo, biotina),
facilitadores do transporte/absorcéo (por exemplo, aspirina, vitamina E,
acido folico), ribonucleases sintéticas (por exemplo, imidazol,
bisimidazol, histamina, agregados de imidazol, conjugados acridina-
imidazol, complexos de Eu®*" de tetraazamacrociclos), dinitrofenila,
HRP, ou AP.

[00317] Os ligantes podem ser proteinas, por exemplo,
glicoproteinas, ou peptideos, por exemplo, moléculas tendo uma
afinidade especifica para um coligando, ou anticorpos, por exemplo, um
anticorpo que se liga a um tipo especificado de células tal como uma
célula cancerigena, célula endotelial, ou célula dos ossos. Os ligantes
podem também incluir horménios e receptores de hormonios. Podem
também incluir espécies ndo peptidicas, tais como lipideos, lectinas,
carboidratos, vitaminas, cofatores, lactose multivalente, galactose
multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-gulucosamina, manose
multivalente, fucose multivalente, ou aptameros. O ligante pode ser, por
exemplo, um lipopolissacarideo, um ativador de p38 MAP cinase, ou um
ativador de NF-kB.
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[00318] O ligante pode ser uma substancia, por exemplo, um
farmaco, que pode aumentar a captacdo do agente de RNAI para a
célula, por exemplo, por ruptura do citoesqueleto da célula, por exemplo,
por ruptura dos microtibulos, microfilamentos, e/ou filamentos
intermédios da célula. O farmaco pode ser, por exemplo, taxon,
vincristina, vimblastina, citocalasina, nocodazol, japlaquinolida,
latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina ou mioservina.
[00319] O ligante pode aumentar a captacdo do oligonucleotideo
para a célula por, por exemplo, ativacdo de uma resposta inflamatoria.
Ligantes exemplares que teriam um tal efeito incluem fator da necrose
tumoral alfa (TNFalfa), interleucina-1 beta, ou interferon gama.

[00320] Em um aspecto, o ligante é um lipideo ou molécula a base
de lipideos. Um tal lipideo ou molécula a base de lipideos se liga
preferencialmente a uma proteina do soro, por exemplo, albumina do
soro humano (HSA). Um ligante de ligacdo a HSA permite distribuicdo
do conjugado em um tecido alvo, por exemplo, um tecido alvo do corpo
sem ser rim. Por exemplo, o tecido alvo pode ser o figado, incluindo
células parenquimais do figado. Outras moléculas que podem se ligar a
HSA podem ser também usadas como ligantes. Por exemplo pode ser
usada neproxina ou aspirina. Um ligante de lipideo ou a base de lipideos
pode (a) aumentar a resisténcia a degradacdo do conjugado, (b)
aumentar o direcionamento ou transporte para uma célula ou membrana
da célula alvo, e/ou (c) ser usado para ajustar a ligacdo a uma proteina
do soro, por exemplo, HSA.

[00321] Um ligante a base de lipideos pode ser usado para modular,
por exemplo, controlar a ligacdo do conjugado a um tecido alvo. Por
exemplo é menos provavel que um ligante de lipideo ou a base de
lipideos que se liga a HSA mais fortemente seja dirigido para o rim e
portanto, menos provavel que seja eliminado do corpo. Um ligante de

lipideo ou a base de lipideos que se liga a HSA menos fortemente pode
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ser usado para dirigir o conjugado para o rim.

[00322] Em uma modalidade preferencial, o ligante a base de
lipideos se liga a HSA. Preferencialmente se liga a HSA com uma
afinidade suficiente tal que o conjugado seja preferencialmente
distribuido em um tecido sem ser rim. No entanto é preferencial que a
afinidade nao seja tao forte que a ligacdo HSA-ligante ndo possa ser
revertida.

[00323] Em outra modalidade preferencial, o ligante a base de
lipideos se liga a HSA fracamente ou ndo de todo, tal que o conjugado
sera preferencialmente distribuido ao rim. Outras fragdes que se dirigem
a ceélulas dos rins podem ser também usadas em lugar do ou
adicionalmente ao ligante a base de lipideos.

[00324] Em outro aspecto, o ligante € uma fracédo, por exemplo, uma
vitamina, que € absorvida por uma célula alvo, por exemplo, uma célula
em proliferacdo. Estes séo particularmente Uteis para tratamento de
disturbios caracterizados por proliferacdo celular indesejada, por
exemplo, do tipo maligno ou ndo maligno, por exemplo, células
cancerigenas. Vitaminas exemplares incluem vitamina A, E, e K. Outras
vitaminas exemplares incluem vitaminas B, por exemplo, acido folico,
B12, riboflavina, biotina, piridoxal ou outras vitaminas ou nutrientes
absorvidos por células cancerigenas. Sao também incluidos HAS,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de elevada
densidade (HDL).

[00325] Em outro aspecto, o ligante € um agente de permeacéao de
células, preferencialmente um agente de permeacdo de células
helicoidal. Preferencialmente, o agente € anfipatico. Um agente
exemplar é um peptideo tal como tat ou de antennopedia. Se o agente
for um peptideo pode estar modificado, incluindo um mimético de
peptidila, invertdmeros, ligacbes ndo de peptideo ou de

pseudopeptideo, e uso de D-aminoacidos. O agente helicoidal é
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preferencialmente um agente alfa-helicoidal, que tem preferencialmente
uma fase lipofilica e uma lipofébica.

[00326] O ligante pode ser um peptideo ou peptideomimético. Um
peptideomimético (também referido aqui como oligopeptideomimético)
€ uma molécula capaz de se dobrar em uma estrutura tridimensional
definida similar a um peptideo natural. A fracdo de peptideo ou
peptideomimético pode ter cerca de 5-50 aminoacidos em comprimento,
por exemplo, cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50
aminoacidos em comprimento. Um peptideo ou peptideomimético pode
ser, por exemplo, um peptideo de permeacédo de células, peptideo
catidnico, peptideo anfipatico, ou peptideo hidrofébico (por exemplo,
consistindo principalmente em Tyr, Trp ou Phe). A fracdo de peptideo
pode ser um peptideo de dendrimeros, peptideo restringido ou peptideo
reticulado. Em outra alternativa, a fragcdo de peptideo pode incluir uma
sequéncia de translocacdo membranar (MTS) hidrofébica. Um peptideo
contendo MTS hidrofobica exemplar € RFGF tendo a sequéncia de
aminoacidos AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 1). Um analogo de
RFGF (por exemplo, sequéncia de aminoacidos AALLPVLLAAP (SEQ
ID NO: 2)) contendo uma MTS hidrofébica pode ser também uma fracéo
de direcionamento. A fracdo de peptideo pode ser um peptideo de
"distribuicdo”, que pode transportar grandes moléculas polares incluindo
peptideos, oligonucleotideos, e proteina através de membranas
celulares. Por exemplo se descobriu que sequéncias da proteina Tat do
HIV (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 3)) e da proteina Antennapedia
de Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 4)) s&o capazes
de funcionar como peptideos de distribuicdo. Um peptideo ou
peptideomimético pode ser codificado por uma sequéncia aleatéria de
DNA, tal como um peptideo identificado a partir de uma biblioteca de
exibicdo de fagos, ou biblioteca combinatorial de uma-esférula-um-
composto (OBOC) (Lam et al, Nature, 354:82-84, 1991).
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Preferencialmente, o peptideo ou peptideomimético preso a um agente
de RNAI através de uma unidade de mondmero incorporada é um
peptideo de direcionamento de células tal como um peptideo de
arginina-glicina-acido aspéartico (RGD), ou mimico de RGD. Uma fracéo
de peptideo pode variar em comprimento de cerca de 5 aminoacidos a
cerca de 40 aminoéacidos. As fracBes de peptideo podem ter uma
modificacdo estrutural, tal como para aumentar a estabilidade ou dirigir
propriedades conformacionais. Qualquer uma das modificagbes
estruturais descrita em baixo pode ser utilizada. Uma fracdo de peptideo
de RGD pode ser usada para se dirigir a uma célula tumoral, tal como
uma ceélula tumoral endotelial ou uma célula tumoral cancerigena da
mama (Zitzmann et al., Cancer Res., 62:5139-43, 2002). Um peptideo
de RGD pode facilitar o direcionamento de um agente de RNAI a
tumores de uma variedade de outros tecidos, incluindo o pulméo, rim,
baco ou figado (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787, 2001).
Preferencialmente, o peptideo de RGD facilitara o direcionamento de
um agente de RNAI ao rim. O peptideo de RGD pode ser linear ou
ciclico, e pode estar modificado, por exemplo, glicosilado ou metilado
para facilitar direcionamento a tecidos especificos. Por exemplo, um
peptideo de RGD glicosilado pode distribuir um agente de RNAi a uma
célula tumoral expressando aVR3 (Haubner et al., Jour. Nucl. Med.,
42:326-336, 2001). Peptideos que se digirem a marcadores
enriquecidos em células em proliferacdo podem ser usados. Por
exemplo, peptideos contendo RGD e peptideomiméticos podem se
dirigir a células cancerigenas, em particular células que exibem uma
integrina. Assim se poderiam usar peptideos de RGD, peptideos ciclicos
contendo RGD, peptideos de RGD que incluem D-aminoacidos, bem
como mimicos de RGD sintéticos. Adicionalmente a RGD se podem
usar outras fracoes que se dirigem ao ligante de integrina. Geralmente,

tais ligantes podem ser usados para controlar células em proliferacao e
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angiogénese. Conjugados preferenciais deste tipo de ligante se dirigem
a PECAM-1, VEGF, ou outro gene cancerigeno, por exemplo, um gene
cancerigeno descrito aqui.

[00327] Um "peptideo de permeacédo de células" é capaz de permear
uma célula, por exemplo, uma célula microbiana, tal como uma célula
bacteriana ou fungica, ou uma célula de mamifero, tal como uma célula
de humano. Um peptideo de permeacdo de células microbianas pode
ser, por exemplo, um peptideo linear a-helicoidal (por exemplo, LL-37
ou Ceropina P1), um peptideo contendo ligacdes dissulfeto (por
exemplo, a-defensina, B-defensina ou bactenecina), ou um peptideo
contendo apenas um ou dois aminoacidos dominantes (por exemplo,
PR-39 ou indolicidina). Um peptideo de permeacdo de ceélulas pode
também incluir um sinal de localizacdo nuclear (NLS). Por exemplo, um
peptideo de permeacao de células pode ser um peptideo anfipatico
bipartido, tal como MPG, que é derivado do dominio do peptideo de
fusdo de gp4l do HIV-1 e do NLS do antigeno T grande do SV40
(Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

[00328] Em uma modalidade, um peptideo de direcionamento pode
ser um peptideo a-helicoidal anfiatico. Péptidos a-helicoidais
exemplares incluem, mas néo estéo limitados a cecropinas, licotoxinas,
paradaxinas, buforina, CPF, peptideo tipo bombinina (BLP),
catelicidinas, ceratotoxinas, peptideos de S. clava, peptideos
antimicrobianos intestinais da enguia-de-casulo (HFIAPS), magaininas,
brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina, peptideos H2A,
peptideos de Xenopus, esculentinas-1, e caerinas. Um numero de
fatores sera preferencialmente considerado para se manter a
integridade da estabilidade da hélice. Por exemplo pode ser utilizado um
namero maximo de residuos de estabilizacdo da hélice (por exemplo,
Leu, Ala ou Lys), e sera utilizado um numero minimo residuos de

desestabilizacdo da hélice (por exemplo, prolina, ou unidades
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monoméricas ciclicas). O residuo de capping sera considerado (por
exemplo, Gly é um residuo N-capping exemplar) e/ou pode ser usada
aminacdo C-terminal para proporcionar uma ligacdo de H extra para
estabilizar a hélice. A formacéo de pontes de sal entre residuos com
cargas opostas, separadas por i = 3, ou i = 4 posi¢cbes, pode
proporcionar estabilidade. Por exemplo, residuos catiénicos tais como
lisina, arginina, homo-arginina, ornitina ou histidina podem formar
pontes de sal com os residuos anidnicos glutamato ou aspartato.
[00329] Os ligantes de peptideo ou peptideomiméticos incluem
aqueles tendo peptideos ocorrendo naturalmente ou modificados, por
exemplo, peptideos D ou L; peptideos a, B ou y; peptideos de N-metila;
azapeptideos; peptideos tendo uma ou mais amidas, i.e., peptideo,
ligacBes substituidas por uma ou mais ureias, tioureias, carbamatos, ou
ligacOes de ureia de sulfonila; ou peptideos ciclicos.

[00330] O ligante de direcionamento pode ser qualquer ligante que
seja capaz de se dirigir a um receptor especifico. Exemplos séo: folato,
GalNAc, galactose, manose, manose-6P, agregados de acgUcares tais
como agregado de GalNAc, agregado de manose, agregado de
galactose, ou um aptamero. Um agregado € uma combinacéo de duas
ou mais unidades de acucar. Os ligantes de direcionamento incluem
também ligados do receptor da integrina, ligantes do receptor da
Quimiocina, transferrina, biotina, ligantes do receptor da serotonina,
PSMA, endotelina, GCPII, somatostatina, ligantes de LDL e HDL. Os
ligantes podem ser também baseados em acido nucleico, por exemplo,
um aptamero. O aptamero pode estar ndo modificado ou ter qualquer
combinacao de modificacdes divulgadas aqui.

[00331] Agentes de liberacdo endossomal incluem imidazéis, poli ou
oligoimidazais, PEls, peptideos, peptideos fusogénicos,
policarboxilatos, polications, oligo ou polications ou anions mascarados,

acetais, poliacetais, cetais/policetals, ortoésteres, polimeros com cargas
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catibnicas ou ani6nicas mascaradas ou ndo mascaradas, dendrimeros
com cargas catidnicas ou anidénicas mascaradas ou nao mascaradas.
[00332] Modulador PK significa modulador farmacocinético.
Moduladores PK incluem lip6filos, acidos biliares, esteroides, analogos
de fosfolipideos, peptideos, agentes de ligacdo a proteinas, PEG,
vitaminas, etc. Moduladores PK exemplares incluem, mas ndo estdo
limitados a, colesterol, acidos graxos, acido célico, &cido litocdlico,
dialquilglicerideos, diacilglicerideo, fosfolipideos, esfingolipideos,
naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina, etc. Se sabe também que
oligonucleotideos que compreendem um numero de ligacdes de
fosforotioato se ligam a proteina do soro, assim, oligonucleotideos
curtos, por exemplo, oligonucleotideos com cerca de 5 bases, 10 bases,
15 bases ou 20 bases, compreendendo multiplas ligacbes de
fosforotioato na estrutura principal podem ser também utilizados na
presente invencdo como ligantes (por exemplo, como ligantes de
modulacéo PK).

[00333] Adicionalmente, aptameros que se ligam a componentes do
soro (por exemplo, proteinas do soro) sdo também utilizados na
presente invencdo como ligantes de modulacéo PK.

[00334] Outros conjugados de ligante utilizados na invencdo séo
descritos nos Pedidos de Patentes dos E.U.A. USSN: 10/916,185,
depositado a 10 de agosto, 2004; USSN: 10/946,873, depositado a 21
de setembro, 2004; USSN: 10/833,934, depositado a 3 de agosto, 2007,
USSN: 11/115,989, depositado a 27 de abril, 2005 e USSN: 11/944,227
depositado a 21 de novembro, 2007, que s&o incorporados por
referéncia nas suas totalidades para todos 0s propositos.

[00335] Quando dois ou mais ligantes estao presentes, os ligantes
podem ter todos as mesmas propriedades, todos tém diferentes
propriedades ou ligantes tém as mesmas propriedades enquanto outros

tém diferentes propriedades. Por exemplo, um ligante pode ter
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propriedades de direcionamento, ter atividade endossomolitica ou ter
propriedades de modulacdo PK. Em uma modalidade preferencial,
todos os ligantes tém propriedades diferentes.

[00336] Os ligantes podem estar acoplados aos oligonucleotideos
em varios locais, por exemplo, extremidade 3", extremidade 5", e/ou em
uma posicdo interna. Em modalidades preferenciais, o ligante esta
anexado aos oligonucleotideos através de uma corrente de intervencao,
por exemplo, um carreador descrito aqui. O ligante ou ligante preso
pode estar presente em um mondmero quando o monémero esta
incorporado na fita em crescimento. Em algumas modalidades, o ligante
pode estar incorporado através de acoplamento a um mondémero
"precursor” apés o mondmero “precursor” ter sido incorporado na fita
em crescimento. Por exemplo, um monémero tendo, por exemplo, uma
corrente com terminacdo amino (i.e., ndo tendo nenhum ligante
associado), por exemplo, TAP-(CH2)nNH2 pode estar incorporado em
uma fita de oligonucleotideo em crescimento. Em uma operacéo
subsequente, i.e., apos incorporacdo do mondémero precursor na fita,
um ligante tendo um grupo eletrofilico, por exemplo, um grupo éster de
pentafluorofenila ou aldeido, pode ser subsequentemente anexado ao
mondmero precursor por acoplamento do grupo eletrofilico do ligante
com o grupo nucleofilico terminal da corrente do mondémero precursor.
[00337] Em outro exemplo, um monémero tendo um grupo quimico
adequado para tomar parte em reacdo de Quimica Click pode ser
incorporado, por exemplo, uma corrente/ligante com terminacao de
azida ou alquino. Em uma operacdo subsequente, i.e., apos
incorporacdo do monémero precursor na fita, um ligante tendo grupo
guimico complementar, por exemplo, um alquino ou azida pode ser
anexado ao mondmero precursor por acoplamento do alquino e da azida
em conjunto.

[00338] Para oligonucleotideos de fita dupla, os ligantes podem ser
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anexados a uma das ou ambas as fitas. Em algumas modalidades, um
agente de RNAI de fita dupla contém um ligante conjugado com a fita
senso. Em outras modalidades, um agente de RNAI de fita dupla contém
um ligante conjugado com a fita antissenso.

[00339] Em algumas modalidades, o ligante pode estar conjugado
com nucleobases, fracGes de acucar, ou ligacdes internucleosidicas de
moléculas de acido nucleico. A conjugacdo com nucleobases de purina
ou seus derivados pode ocorrer em qualquer posicdo, incluindo atomos
endociclicos e exociclicos. Em algumas modalidades, as posic¢oes 2, 6,
7, ou 8 de uma nucleobase de purina estdo anexadas a uma fracao do
conjugado. A conjugacdo com nucleobases de pirimidina ou seus
derivados pode também ocorrer em qualquer posicdo. Em algumas
modalidades, as posicdes 2, 5, e 6 de uma nucleobase de puirimidina
podem estar substituidas por uma fragdo do conjugado. A conjugacéao
com fragcdes de acUcar de nucleosideos pode ocorrer em qualquer
atomo de carbono. Atomos de carbono exemplares de uma fragdo de
acucar que pode ser anexada a uma fracdo do conjugado incluem os
atomos de carbono 2°, 3°, e 5. A posicdo 1° pode estar também
anexada a uma fracdo do conjugado, tal como em um residuo abasico.
As ligacdes internucleosidicas podem também carregar fracbes do
conjugado. Para ligacdes contendo fésforo (por exemplo, fosfodiéster,
fosforotioato, fosforoditiotato, fosforoamidato e similares), a fracao do
conjugado pode estar anexada diretamente ao atomo de fosforo ou a
um atomo de O, N, ou S ligado ao atomo de fosforo. Para ligacdes
internucleosidicas contendo amida ou amida (por exemplo, PNA), a
fracdo do conjugado pode estar anexada ao atomo de nitrogénio da
amina ou amida ou a um atomo de carbono adjacente.

[00340] Qualquer ligante adequado na area de interferéncia de RNA
pode ser usado, embora o ligante seja tipicamente um carboidrato, por

exemplo, monossacarideo (tal como GalNac), dissacarideo,
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trissacarideo, tetrassacarideo, polissacarideo.

[00341] Ligantes que conjugam o ligante com o acido nucleico
incluem aqueles discutidos acima. Por exemplo, o ligante pode ser um
ou mais derivados de GalNAc (N-acetilglucosamina) anexados através
de um ligante ramificado bivalente ou trivalente.

[00342] Em uma modalidade, o dsRNA da invenc¢ao esti conjugado
com um ligante ramificado bivalente ou trivalente inclui as estruturas

mostradas em qualquer uma das formulas (IV) — (VII):

PZA-QZA-RZA' — T2A_[ 2A /’/P3A-Q3A-R3A‘ - T3A_| 3A

s N

. 2B_| 2B 3B_()3B_R 3B | 3B_| 3B
qZBTL \i\PQquTL

Formula (IV) Formula (V)

PZB_QZB_RZB

P4A_Q4A_R4A | TAA_|4A

q4A

T4B_L4B

4B_(4B_p 4B ]
PT-QT-R q*B

Formula (VI)

PSA_QSA_RSA ’ T5A_|5A
5A

PSB_QSB 5 FTSB 5B
q

PSC_QSC_RSC ]71-50 L5C

Formula (VII)

[00343] em que:

[00344] 92, g%, g**, g°8, g4”, g8, g°A, OB e Q°C representam
independentemente para cada ocorréncia 0-20 e em que a unidade de
repeticdo pode ser a mesma ou diferente;

[00345] PZA, PZB, PSA, PSB, P4A, P4B, PSA, PSB, PSC, TZA, TZB, T3A, T3B,

T4, T4B, T4A, T°B, T°C estdo cada um independentemente para cada
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ocorréncia ausentes, séo CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CH2, CH2NH
ou CH:0;

[00346] QZA’ QZB, QSA, st’ Q4A’ Q4B, QSA, QSB’ Qsc estdo cada um
independentemente para cada ocorréncia ausentes, sdo alquileno,
alquileno substituido em que um ou mais metilenos podem estar
interrompidos ou terminados por um ou mais de O, S, S(0O), SO2, N(RV),
C(R’)=C(R”), C=C ou C(O);

[00347] R?, R?B, R3% R3B R R R R% RS estdo cada um
independentemente para cada ocorréncia ausentes, sao NH, O, S, CHz,
C(0)O, C(O)NH, NHCH(R®C(0O), -C(0O)-CH(R®-NH-, CO, CH=N-O,

0
HO 9 s—s s—s

N M o f’“\( o
w“ﬁﬁh % H , v‘d"><

J"”\/S_S\P’”ou heterociclila;

[00348]  L2?A, L2B L3A 3B, L*A, L*8, LA, L8 e L°C representam o ligante;
l.e, cada um independentemente para cada ocorréncia um
monossacarideo (tal como GalNAc), dissacarideo, trissacarideo,
tetrassacarideo, oligossacarideo ou polissacarideo; e

[00349] R?2é H ou cadeia lateral de aminoacidos.

[00350] Derivados de GalNAc de conjugacdo trivalentes sé&o
particularmente Uteis para uso com agentes de RNAI para inibicdo da

expressdo de um gene alvo, tal como aqueles da férmula (VII):

PSA-QSA-RSA’ ” T5A_ 5A
q

5B_5B_p 5B 58| 5B
P°®-Q°"-R p= T°"-L
q
PSC_QSC_RSC]TTSC_LSC
q
Formula (VII)

[00351] em que LA, LB e L€ representam um monossacarideo, tal
como um derivado de GalNAc.

[00352] Exemplos de grupos ligantes ramificados bivalentes e
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trivalentes adequados de conjugacéo a derivados GalNAc incluem os,

mas nao estao limitados aos, seguintes compostos:

Ho OH
0 H H
HO O\/\/\H/N\/\/N

O\/\O/\/O\/\N
HO HO H
HO -0
HO o
O
O\/\o/\/o\/\ N/(\/ J/r/*’“

O O

HO—_ HO H
HO -Q
HO

ho OH
OH
HO HO ° O "0
HO Q O\/\o/\/o NHAc kO
oH NHAC \\\
HO N~ o OH
0 j 0
NHAC , NHAG ,
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HO OH HO OH
H HO S o
HO Q o N ~">—0
W\[r HO OH NHAc 5?
NHAc Q
HO OH O HO NN
o NHACLO  OH ©
O o S
W\ﬂ/ HO o
NHAC (0] , NHACc
Ho OH
o Q H
HO O\/\)KN/\/\/\/N (0]
AcHN H To(
Ho OH
o o
HO OV\)KN/\/\/\/H o
ACHN N hif
Ho ,OH
o Q H o
HO O\/\)'LN\/\/\/\N o
AcHN H .
o JOH

H
&&o
HO \/\O/\/O\/\N (@]
AcHN H
Ho OH

O
° O
~ o -0 (o)
HO o N
AcHN H‘g)(\/ o

Ho OH
0
HO O\/\O/\/O\/\N o
AcHN H , OU
0 Q H
O\/\)l\ A~~~ N__O
HO N g
AcHN H o)
H& i
(0]
N_O
HO ACHN H/\/\/\/ e
Ho (OH ©
o} Oy o)
O\/\)\N\/\/\/\ N
HO N° O
AcHN H

[00353] Em outras modalidades, o agente de RNAIi para uso nos
métodos da invencgéo é um agente selecionado do grupo consistindo em
AD-53815, AD-56663, AD-56658, AD-56676, AD-56666, AD-57928, e
AD-60212.

[ll. Administracdo de um RNAIi da Invencéo
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[00354] A administracdo de um agente de RNAI da invengcdo em uma
célula, por exemplo, uma célula dentro de um individuo, tal como um
individuo humano (por exemplo, um individuo com sua necessidade, tal
como um individuo tendo um disturbio de lipideos, tal como uma
hiperlipidemia) pode ser alcancada em um numero de maneiras
diferentes. Por exemplo, a distribuicdo pode ser realizada por contato
de uma célula com um RNAi da invencdo in vitro ou in vivo. A
distribuicdo in vivo pode ser realizada diretamente por administragao de
uma composi¢cdo compreendendo um RNAI, por exemplo, um dsRNA, a
um individuo. Alternativamente, a administragdo in vivo pode ser
realizada indiretamente por administragdo de um ou mais vetores que
codificam e dirigem a expressdo do RNAIi. Estas alternativas séo
adicionalmente discutidas em baixo.

[00355] Em geral, qualquer método de administracdo de uma
molécula de acido nucleico (in vitro ou in vivo) pode ser adaptado para
uso com um RNAI da invencgdao (ver, por exemplo, Akhtar S. e Julian RL.
(1992) Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 e WQ094/02595, que sdao
incorporados aqui por referéncia nas suas totalidades). Para
administracdo in vivo, fatores a ter em consideracao para administrar
uma molécula de RNAI incluem, por exemplo, estabilidade biolégica da
molécula administrada, prevencéo de efeitos inespecificos, e acumulo
da molécula administrada no tecido alvo. Os efeitos inespecificos de um
RNAI podem ser minimizados por administracao local, por exemplo, por
injecdo ou implantacdo direta em um tecido ou administracéo topica da
preparacao. A administracao local a um local de tratamento maximiza a
concentracao local do agente, limita a exposicdo do agente a tecidos
sistémicos que podem de outro modo ser danificados pelo agente ou
gque podem degradar o agente, e permite uma dose total mais baixa da
molécula de RNAi a ser administrada. Varios estudos mostraram o

silenciamento bem-sucedido de produtos de gene quando um RNAI é
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administrado localmente. Por exemplo se mostrou que a distribuicdo
intraocular de um dsRNA de VEGF por injecdo intravitrea em macacos
cinomologos (Tolentino, MJ., et al. (2004) Retina 24:132-138) e injecdes
subretinais em camundongos (Reich, SJ., et al. (2003) Mol. Vis. 9:210-
216) previnem a neovascularizagdo em um modelo experimental de
degeneracdo macular relacionada com a idade. Adicionalmente, a
injecdo intratumoral direta de um dsRNA em camundongos reduz o
volume tumoral (Pille, J., et al. (2005) Mol. Ther. 11:267-274) e pode
prolongar a sobrevivéncia de camundongos transportando tumores
(Kim, WJ., et al. (2006) Mol. Ther. 14:343-350; Li, S., et al. (2007) Mol.
Ther. 15:515-523). A interferéncia de RNA mostrou também éxito com
administracéo local ao CNS por injecao direta (Dorn, G., et al. (2004)
Nucleic Acids 32:e49; Tan, PH., et al. (2005) Gene Ther. 12:59-66;
Makimura, H., et al. (2002) BMC Neurosci. 3:18; Shishkina, GT., et al.
(2004) Neuroscience 129:521-528; Thakker, ER., et al. (2004) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya,Y., et al. (2005) J.
Neurophysiol. 93:594-602) e aos pulmdes por administracéo intranasal
(Howard, KA., et al. (2006) Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X., et al.
(2004) J. Biol. Chem. 279:10677-10684; Bitko, V., et al. (2005) Nat. Med.
11:50-55). Para administracdo de um RNAI sistemicamente para o
tratamento de uma doenca, o RNA pode ser modificado ou
alternativamente distribuido usando um sistema de administracdo de
farmacos; ambos os métodos atuam para prevenir a degradacgao rapida
do dsRNA por endo- e exo-nucleases in vivo. A modificacdo do RNA ou
do carreador farmacéutico também pode permitir direcionamento da
composicdo de RNAI para o tecido alvo e evitar efeitos fora do alvo
indesejaveis. Moléculas de RNAiI podem ser modificadas por
conjugacao quimica com grupos lipofilicos tais como colesterol para
intensificar a captacao celular e prevenir a degradacao. Por exemplo,

um RNAI dirigido contra ApoB conjugado com uma fracao de colesterol
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lipofilica foi injetado sistemicamente em camundongos e resultou em
silenciamento de RNAm de apoB no figado e jejuno (Soutschek, J. et
al., (2004) Nature 432:173-178). Foi mostrado que a conjugacéo de um
RNAI com um aptamero inibe o crescimento tumoral e medeia a
regressdo tumoral em um modelo de camundongo de cancer da
prostata (McNamara, JO., et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24:1005-1015).
Em uma modalidade alternativa, o0 RNAi pode ser distribuido usando
sistemas de administracdo de farmacos tais como uma nanopatrticula,
um dendrimero, um polimero, lipossomos, ou um sistema de distribuicdo
catidnico. Sistemas de distribuicdo catidnicos positivamente carregados
facilitam a ligacdo de uma molécula de RNAI (negativamente carregada)
e intensificam também interacdes na membrana celular negativamente
carregada para permitir captacdo eficaz de um RNAIi pela célula.
Lipideos cationicos, dendrimeros, ou polimeros podem ser ligados a um
RNAI, ou induzidos para formar uma vesicula ou micélio (ver, por
exemplo, Kim SH., et al. (2008) Journal of Controlled Release
129(2):107-116) que encerra um RNAIi. A formacdo de vesiculas ou
micélios previne adicionalmente a degradacdo do RNAi quando
administrado  sistemicamente. Métodos para preparacdo e
administracdo de complexos de RNAI catidnicos estdo bem dentro das
capacidades de um perito na técnica (ver, por exemplo, Sorensen, DR.,
et al. Biol 327:761-766; Verma, UN., et al. (2003) Clin. Cancer Res.
9:1291-1300; Arnold, AS et al. (2007) J. Hypertens. 25:197-205, que séo
incorporados aqui por referéncia na sua totalidade). Alguns exemplos
nao limitantes de sistemas de distribuicdo de farmacos Uteis para
distribuicéo sistémica de RNAis incluem DOTAP (Sorensen, DR., et al.
(2003), supra; Verma, UN., et al. (2003), supra), Oligofectamina,
"particulas de lipideo de acido nucleico sdlidas" (Zimmermann, TS., et
al. (2006) Nature 441:111-114), cardiolipina (Chien, PY., et al. (2005)
Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A., et al. (2005) Int J. Oncol.
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26:1087-1091), polietilenoimina (Bonnet ME., et al. (2008) Pharm. Res.
16 ag Epub antes da impressao; Aigner, A. (2006) J. Biomed.
Biotechnol. 71659), peptideos de Arg-Gly-Asp (RGD) (Liu, S. (2006)
Mol. Pharm. 3:472-487), e poliamidoaminas (Tomalia, DA., et al. (2007)
Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al. (1999) Pharm. Res.
16:1799-1804). Em algumas modalidades, um RNAi forma um
complexo com ciclodextrina para administracdo sistémica. Métodos
para administracdo e composicOes farmacéuticas de RNAis e
ciclodextrinas podem ser encontrados na Patente dos E.U.A. No.
7,427,605, que é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade.

A. RNAis da Invencéo codificados por Vetores

[00356] iRNA se dirigindo ao gene de PCSK9 pode ser expresso a
partir de unidades de transcricdo inseridas em vetores de DNA ou RNA
(ver, por exemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A.,
et al.,, Publicacdo PCT Internacional No. WO 00/22113, Conrad,
Publicacdo PCT Internacional No. WO 00/22114, e Conrad, Pat. dos
E.U.A. No. 6,054,299). A expressao pode ser transiente (da ordem de
horas a semanas) ou sustentada (semanas a meses ou mais),
dependendo do constructo especifico usado e do tipo de tecido ou célula
alvo. Estes transgenes podem ser introduzidos como um constructo
linear, um plasmideo circular, ou um vetor viral, que pode ser um vetor
integrante ou ndo integrante. O transgene pode ser também construido
para permitir que seja herdado como um plasmideo extracromossémico
(Gassmann, et al., (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92:1292).
[00357] A fita individual ou fitas de um RNAI podem ser transcritas a
partir de um promotor em um vetor de expressdo. Onde duas fitas
separadas sdo para serem expressas para gerar, por exemplo, um
dsRNA, dois vetores de expressao separados podem ser cointroduzidos
(por exemplo, por transfeccdo ou infeccdo) em uma célula alvo.

Alternativamente, cada fita individual de um dsRNA pode ser transcrita
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por promotores, ambos os quais estdo localizados ho mesmo plasmideo
de expressdo. Em uma modalidade, um dsRNA é expresso comoe
polinucleotideos com repeti¢cdes invertidas ligados por uma sequéncia
de polinucleotideos ligante tal que o dsRNA tenha uma estrutura de
haste e alca.

[00358] Vetores de expressdo de RNAI sdo geralmente plasmideos
de DNA ou vetores virais. Vetores de expressdo compativeis com
células eucaridticas, preferencialmente aqueles compativeis com
células de vertebrado, podem ser usados para produzir constructos
recombinantes para a expressdo de um RNAiI como descrito aqui.
Vetores de expressao de celulas eucarioticas sdo bem conhecidos na
técnica e estdo disponiveis de um numero de fontes comerciais.
Tipicamente, tais vetores s&do proporcionados contendo locais de
restricdo convenientes para insercdo do segmento de acido nucleico
desejado. A distribuicdo de vetores expressando RNAi pode ser
sistémica, tal como por administracao intravenosa ou intramuscular, por
administracdo a células alvo explantadas do paciente seguida de
reintroducdo no paciente, ou por qualquer outro meio que permita
introducdo em uma célula alvo desejada.

[00359] Plasmideos de expressao de RNAi podem ser transfectados
em células alvo como um complexo com carreadores de lipideos
catibnicos (por exemplo, Oligofectamina) ou carreadores a base de
lipideos ndo catidnicos (por exemplo, Transit-TKO™). Multiplas
transfeccdes de lipideos para silenciamentos mediados por RNAI se
dirigindo a diferentes regiées de um RNA alvo ao longo de um periodo
de uma semana ou mais estdo também contempladas pela invencéo. A
introducdo bem-sucedida de vetores em células hospedeiras pode ser
monitorizada usando varios métodos conhecidos. Por exemplo, a
transfeccdo transiente pode ser sinalizada com um repdrter, tal como

um marcador fluorescente, tal como Proteina Verde Fluorescente
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(GFP). A transfeccdo estavel de células ex vivo pode ser assegurada
usando marcadores que proporcionam a célula transfectada resisténcia
a fatores ambientais especificos (por exemplo, antibiéticos e farmacos),
tais como resisténcia a higromicina B.

[00360] Sistemas de vetores virais que podem ser utilizados com os
métodos e composi¢cbes descritos aqui incluem, mas ndo estdo
limitados a, (a) vetores de adenovirus; (b) vetores de retrovirus,
incluindo mas nédo se limitando a vetores lentivirais, virus da leucemia
murina de Moloney, etc.; (c) vetores de virus adeno-associados; (d)
vetores de virus herpes simplex; (e) vetores de SV 40; (f) vetores de
virus do polioma; (g) vetores de virus do papiloma; (h) vetores de
picornavirus; (i) vetores de virus da variola tais como um como ortopox,
por exemplo, vetores de virus vacinia ou avipox, por exemplo, variola
dos canarios ou variola das aves domeésticas; e (j) um adenovirus
dependente de auxiliares ou gutless. Virus deficientes quanto a
replicacdo podem ser também vantajosos. Diferentes vetores serdo ou
nao incorporados no genoma das células. Os constructos podem incluir
sequéncias virais para transfeccdo, se desejado. Alternativamente, o
constructo pode ser incorporado em vetores capazes de replicacdo
epissomal, por exemplo, vetores de EPV e EBV. Constructos para a
expressdo recombinante de um RNAIi irdo geralmente requerer
elementos reguladores, por exemplo, promotores, intensificadores, etc.,
para assegurar a expressao do RNAi em células alvo. Outros aspectos
a ter em consideracdo para vetores e constructos sédo adicionalmente
descritos em baixo.

[00361] Vetores Uuteis para a distribuicdo de um RNAI incluirdo
elementos reguladores (promotor, intensificador, etc.) suficientes para
expressdo do RNAI na célula ou tecido alvo desejado. Os elementos
reguladores podem ser escolhidos para proporcionarem expressao

constitutiva ou regulada/induzivel.
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[00362] A expressdo do RNAI pode ser precisamente regulada, por
exemplo, por uso de uma sequéncia reguladora induzivel que é sensivel
a certos reguladores fisiolégicos, por exemplo, niveis de glucose em
circulacéo, ou horménios (Docherty et al., 1994, FASEB J. 8:20-24). Tais
sistemas de expressdo induzivel, adequados para o controle da
expressdo de dsRNA em células ou em mamiferos incluem, por
exemplo, regulacdo por ecdisona, por estrogénio, progesterona,
tetraciclina, indutores quimicos da dimerizacdo, e isopropil-beta-D1-
tiogalactopiranosideo (IPTG). Uma pessoa perita ha técnica seria capaz
de escolher a sequéncia reguladora/promotora apropriada com base no
uso pretendido do transgene de RNAI.

[00363] Podem ser usados vetores virais que contém sequéncias de
acidos nucleicos codificando um RNAI. Por exemplo pode ser usado um
vetor retroviral (ver Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599 (1993)).
Estes vetores retrovirais contém 0s componentes necessarios para o
empacotamento correto do genoma viral e integracdo no DNA da célula
hospedeira. As sequéncias de acidos nucleicos codificando um RNAI
séo clonadas em um ou mais vetores, 0 que facilita a administracéo do
acido nucleico em um paciente. Mais detalhes sobre vetores retrovirais
podem ser encontrados, por exemplo, em Boesen et al., Biotherapy
6:291-302 (1994), que descreve 0 uso de um vetor retroviral para
distribuir o gene mdrl em células-tronco hematopoiéticas de modo a
tornar as células-tronco mais resistentes a quimioterapia. Outras
referéncias que ilustram o uso de vetores retrovirais em terapia genética
sao: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood
83:1467-1473 (1994); Salmons e Gunzberg, Human Gene Therapy
4:129-141 (1993); e Grossman e Wilson, Curr. Opin. in Genetics and
Devel. 3:110-114 (1993). Vetores lentivirais contemplados para uso
incluem, por exemplo, os vetores baseados em HIV descritos nas
Patentes dos E.U.A. Nos. 6,143,520; 5,665,557; e 5,981,276, que sao
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aqui incorporadas por referéncia.

[00364] Adenovirus também sdo contemplados para uso ha
distribuichio de RNAis da invencdo. Adenovirus s&o veiculos
especialmente atrativos, por exemplo para distribuicdo de genes em
epitélios respiratorios. Os adenovirus infetam naturalmente epitélios
respiratérios onde causam uma doenca ligeira. Outros alvos de
sistemas de administracdo baseados em adenovirus sdo figado, o
sistema nervoso central, células endoteliais, e musculo. Os adenovirus
tém a vantagem de serem capazes de infetar células ndo em diviséo.
Kozarsky e Wilson, Current Opinion in Genetics and Development
3:499-503 (1993) apresentam uma revisao de terapia de genes baseada
em adenovirus. Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994)
demonstraram o0 uso de vetores de adenovirus para transferir genes
para os epitélios respiratoérios de macacos rhesus. Outros casos de uso
de adenovirus em terapia de genes podem ser encontrados em
Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell
68:143-155 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993);
Publicacdo PCT W094/12649; e Wang, et al., Gene Therapy 2:775-783
(1995). Um vetor AV adequado para expressdao de um RNAI
apresentado na invencdo, um meétodo para construcdo do vetor AV
recombinante, e um método para distribuicdo do vetor a células alvo,
sao descritos em Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010.
[00365] Vetores de virus adeno-associados (AAV) também podem
ser usados para distribuir um RNAI da invencao (Walsh et al., (1993)
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); Pat. dos E.U.A. No.
5,436,146). Em uma modalidade, o RNAI pode ser expresso como duas
moléculas de RNA de fita Gnica complementares, separadas a partir de
um vetor AAV recombinante tendo, por exemplo, o promotor de RNA U6
ou H1, ou o promotor do citomegalovirus (CMV). Vetores AAV

adequados para expressdo do dsRNA apresentado na invencao,
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métodos para construcdo do vetor AV recombinante, e métodos para
distribuicdo dos vetores em células alvo séo descritos em Samulski R et
al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70:
520-532; Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; Pat. dos
E.U.A. No. 5,252,479; Pat. dos E.U.A. No. 5,139,941; Pedido de Patente
Internacional No. WO 94/13788; e Pedido de Patente Internacional No.
WO 93/24641, as divulgacgdes inteiras dos quais séo aqui incorporadas
por referéncia.

[00366] Outro vetor viral adequado para distribuicdo de um RNAI da
invencéo € um virus da variola tal como um virus vacinia, por exemplo
uma vacinia atenuada tal como Virus Ancara Modificado (MVA) ou
NYVAC, um avipox tal como variola das aves domesticas ou variola dos
canarios.

[00367] O tropismo dos vetores virais pode ser modificado por
pseudotipagem dos vetores com proteinas do envelope ou outros
antigénios de superficie de outros virus, ou por substituicdo de
diferentes proteinas da capside viral, como apropriado. Por exemplo, 0os
vetores lentivirais podem ser pseudotipados com proteinas de superficie
do virus da estomatite vesicular (VSV), raiva, Ebola, Mokola, e similares.
Os vetores AAV podem ser fabricados para se dirigireem a diferentes
células por manipulacdo dos vetores para expressarem diferentes
serotipos de proteinas da capside; ver, por exemplo, Rabinowitz J E et
al. (2002), J Virol 76:791-801, a divulgacao inteira do qual é aqui
incorporado por referéncia.

[00368] A preparacdo farmacéutica de um vetor pode incluir o vetor
em um diluente aceitavel, ou pode incluir uma matriz de liberacéo lenta
na qual o veiculo de distribuicio de genes estd embebido.
Alternativamente, onde o vetor completo de distribuicéo de genes puder
ser produzido intacto a partir de células recombinantes, por exemplo,

vetores retrovirais, a preparacao farmacéutica pode incluir uma ou mais
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células que produzem o sistema de distribuicdo de genes.

V. Composic¢des Farmacéuticas da Invencao

[00369] A presente invencdo inclui também composicdes e
formulagdes farmacéuticas que incluem os RNAis da invengcdo. Em uma
modalidade sdo proporcionadas aqui composi¢cdes farmacéuticas
contendo um RNAIi, como descrito aqui, e um veiculo farmaceuti-
camente aceitavel. As composic¢des farmacéuticas contendo o RNAI sdo
Uteis para tratamento de uma doenca ou distarbio associado a
expressao ou atividade de um gene de PCSK9, por exemplo, um
disturbio de lipideos. Tais composi¢cdes farmacéuticas sdo formuladas
com base no modo de distribuicdo. Um exemplo € composices que sao
formuladas para administracdo sistémica através de administracdo
parenteral, por exemplo, por administracdo intravenosa (IV). Outro
exemplo é composicdes que sao formuladas para distruibuido direta no
parénquima do cérebro, por exemplo, por infusédo no cérebro, tal como
por infusdo continua com bomba.

[00370] As composicOes farmacéuticas compreendendo agentes de
RNAI da invencédo podem ser, por exemplo, solucbdes com ou sem um
tampdo, ou composicdes contendo veiculos farmaceuticamente
aceitaveis. Tais composi¢cOes incluem, por exemplo, composicoes
aquosas ou cristalinas, formulacbes lipossomais, formulacdes
micelares, emulsdes, e vetores de terapia de genes.

[00371] Nos métodos da invencdo, o agente de RNAIi pode ser
administrado em uma solucdo. Um agente de RNAI livre pode ser
administrado em uma solucéo nao tamponada, por exemplo, em salino
ou em agua. Alternativamente, o SiRNA livre pode ser também
administrado em uma solucdo tampao adequada. A solucdo tampéo
pode compreender acetato, citrato, prolamina, carbonato, ou fosfato, ou
qualquer sua combinacdo. Em uma modalidade preferencial, a solucéo

tampédo é salino tamponado com fosfato (PBS). O pH e osmolaridade
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da solugao tampéo contendo o agente de RNAIi podem ser ajustados tal
gue seja adequada para administracdo a um individuo.

[00372] Em algumas modalidades, a solugcdo tampéao compreende
adicionalmente um agente para controle da osmolaridade da solucao,
tal que a osmolaridade seja mantida a um valor desejado, por exemplo,
aos valores fisiolégicos do plasma humano. Solutos que podem ser
adicionados a solucdo tampé&o para controlar a osmolaridade incluem,
mas nao estdo limitados a, proteinas, peptideos, aminoécidos,
polimeros ndo metabolizados, vitaminas, ions, agucares, metabolitos,
acidos organicos, lipideos, ou sais. Em algumas modalidades, o agente
para controle da osmolaridade da solucdo € um sal. Em certas
modalidades, o agente para controle da osmolaridade da solucéo é
cloreto de sodio ou cloreto de potéassio.

[00373] As composi¢cbes farmacéuticas da invencdo podem ser
administradas em dosagens suficientes para inibir a expresséo de um
gene de PCSK9. Em geral, uma dose adequada de um RNAIi da
invencédo estara na gama de cerca de 0,001 a cerca de 200,0 miligramas
por quilograma de peso corporal do receptor por dia, geralmente na
gama de cerca de 1 a 50 mg por quilograma de peso corporal por dia.
Por exemplo, o dsRNA pode ser administrado a cerca de 0,01 mg/kg,
cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de
1,5 mg/kg, cerca de 2 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 10 mg/kg,
cerca de 20 mg/kg, cerca de 30 mg/kg, cerca de 40 mg/kg, ou cerca de
50 mg/kg por dose Unica.

[00374] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo, dsRNA, pode
ser administrado a uma dose de cercade 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7,
08,09,1,1.1,1.2,1.3,1.4,15,16,1.7,1.8,1.9,2,2.1, 2.2, 2.3, 2.4,
2.5,26,27,28,209,3,3.1,3.2,33,34, 35,36, 3.7,3.8,3.9,4, 4.1,
4.2,4.3,4.4,45,4.6,4.7,4.8,4.9,5,5.1,5.2,5.3,5.4,55,5.6,5.7,5.8,
5.9,6,6.1,6.2,6.3,64,6.5,6.6,6.7,6.8,6.9,7,7.1,7.2,7.3,7.4, 7.5,
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7.6,7.7,78,7.9, 8,8.1,8.2,8.3,84,85,86,8.7,8.8,89,9,9.1, 9.2,
9.3, 9.4, 9.5, 9.6, 9.7, 9.8, 9.9, ou cerca de 10 mg/kg. E também
pretendido que valores e gamas intermédias dos valores recitados
sejam parte desta invencéo.

[00375] Em outra modalidade, o agente de RNAI, por exemplo,
dsRNA, é administrado a uma dose de cerca de 0,1 a cerca de 50 mg/kg,
cerca de 0,25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 50 mg/kg,
cerca de 0,75 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 50 mg/kg,
cercade 1,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 50 mg/kg, cerca
de 2,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 50 mg/kg, cerca de
3,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 4,5
a cerca de 50 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 7,5 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 15 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 35 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 45 a
cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,25 a
cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,75 a
cerca de 45 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 45 mg/kg, cercade 1,5 a cerca
de 45 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de
45 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 4 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 20 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 30 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 35 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 40 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 40

mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 40
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mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 15 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 35 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 15 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,1 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,25 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 20
mg/mg, cerca de 1,5 a cerca de 20 mg/kb, cerca de 2 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 20
mg/kg, ou cerca de 15 a cerca de 20 mg/kg. E também pretendido que
valores e gamas intermédias dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00376] Por exemplo, o agente de RNAI, por exemplo, dsRNA, pode
ser administrado a uma dose de cerca de 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05,
0.06, 0.07, 0.08, 0.09,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1, 1.1, 1.2,
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13,14,15,16,1.7,1.8,1.9,2,2.1,2.2,2.3,2.4,25,2.6,2.7,2.8, 2.9,
3,31,32,33,34,35,36,3.7,38,3.9,4,4.1,4.2,4.3,4.4, 45, 4.6,
4.7,4.8,4.9,5,5.1,5.2,53,54,55,5.6,5.7,5.8,5.9, 6, 6.1, 6.2, 6.3,
6.4,6.5,6.6,6.7,6.8,69,7,7.1,7.2,73,74,75,7.6,7.7,7.8,7.9, 8,
8.1,8.2,8.3,84,85,86,87,8.8,8.9,9,9.1,9.2,9.3,9.4,9.5,9.6, 9.7,
9.8, 9.9, ou cerca de 10 mg/kg. E também pretendido que valores e
gamas intermédias dos valores recitados sejam parte desta invencao.

[00377] Em outra modalidade, o agente de RNAI, por exemplo,
dsRNA, é administrado a uma dose de cerca de 0 ,5 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 15 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 35 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 50
mg/kg, cerca de 45 a cerca de 50 mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 1 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 2 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 3 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 4 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 5 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 10 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 15 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 20 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 25 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 30 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 35 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 40 a cerca de 45
mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 40

mg/kg, cerca de 1 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 40
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mg/kg, cerca de 2 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 3 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 4 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 20 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 30 a cerca de 40 mg/kg, cerca de 35 a cerca de 40
mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 1 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 2 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 3 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 4 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 15 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 20 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 25 a cerca de 30
mg/kg, cerca de 0,5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,75 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 1 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 1,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 2 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 2,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 3 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 3,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 4 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 4,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 5 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 7,5 a cerca de 20
mg/kg, cerca de 10 a cerca de 20 mg/kg, ou cerca de 15 a cerca de 20
mg/kg. Em uma modalidade, o dsRNA € administrado a uma dose de
cerca de 10 mg/kg a cerca de 30 mg/kg. E também pretendido que
valores e gamas intermédias dos valores recitados sejam parte desta
invencao.

[00378] Por exemplo, aos individuos pode ser administrada uma
gquantidade terapéutica de RNAI, tal como cerca de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
091,11,12,13,14,15,16,1.7,1.8,1.9,2,2.1, 22,23, 24,25,
2.6,2.7,28,2.9, 3,3.1,3.2,33,34,35,36,3.7,3.8,3.9,4,4.1, 4.2,
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4.3,4.4,45,4.6,4.7,4.8,4.9,5,5.1,5.2,5.3,5.4,55,5.6,5.7,5.8,5.9,
6,6.1,6.2,6.3,6.4,6.5,66,6.7,6.8,69,7,7.1,7.2,7.3,7.4,7.5, 7.6,
7.7,78,7.9,8,8.1,8.2,8.3,84,85,86,87,88,89,9,9.1, 9.2, 9.3,
9.4,9.5,9.6,9.7,9.8,9.9, 10, 10.5, 11, 11.5, 12, 12.5, 13, 13.5, 14, 14.5,
15, 15.5, 16, 16.5, 17, 17.5, 18, 18.5, 19, 19.5, 20, 20.5, 21, 21.5, 22,
22.5, 23, 23.5, 24, 24.5, 25, 25.5, 26, 26.5, 27, 27.5, 28, 28.5, 29, 29.5,
30, 31, 32, 33, 34, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, ou cerca de 50 mg/kg. E também pretendido que valores e
gamas intermédias dos valores recitados sejam parte desta invencao.
[00379] A composicdo farmacéutica pode ser administrada uma vez
diariamente, ou 0 RNAI pode ser administrado como duas, trés, ou mais
subdoses em intervalos apropriados ao longo do dia ou mesmo usando
infus&@o ou distribuicdo continua através de uma formulacao de liberacéo
controlada. Em esse caso, o RNAI contido em cada subdose tem de ser
correspondentemente menor para se alcancar a dosagem diaria total. A
unidade de dosagem pode ser também composta para distribuicdo ao
longo de varios dias, por exemplo, usando uma formulacéo de liberacao
sustentada convencional que proporciona liberacao sustentada do RNAI
ao longo de um periodo de varios dias. Formulacdes de liberacdo
sustentada s&o bem conhecidas na técnica e sdo particularmente Gteis
para distribuicdo de agentes em um local particular, tal como poderia
ser usado com 0s agentes da presente invencao. Em esta modalidade,
a unidade de dosagem contém um multiplo correspondente da dose
diéria.

[00380] Em outras modalidades, uma dose Unica das composicdes
farmacéuticas pode ser duradoura, tal que doses subsequentes sejam
administradas em intervalos de nao mais do que 3, 4, ou 5 dias, ou em
intervalos de ndo mais do que 1, 2, 3, ou 4 semanas. Em algumas
modalidades da invencdo, uma dose Unica das composicdes

farmacéuticas da invencdo é administrada uma vez por semana. Em
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outras modalidades da invencdo, uma dose Unica das composi¢des
farmacéuticas da invencédo é administrada bimensalmente.

[00381] O especialista perito apreciara que certos fatores podem
influenciar a dosagem e calendarizacdo requeridas para tratar
eficazmente um individuo, incluindo a mas nao se limitando a gravidade
da doenca ou disturbio, tratamentos prévios, o estado geral de saude
e/ou idade do individuo, e outras doencas presentes. Além disso, 0
tratamento de um individuo com uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composicdo pode incluir um Unico tratamento ou uma
série de tratamentos. Podem ser feitas estimativas de dosagens
eficazes e meias-vidas in vivo para os RNAis individuais englobados
pela invencdo usando metodologias convencionais ou com base em
testes in vivo usando um modelo animal apropriado, como descrito em
outro lugar aqui.

[00382] Progressos em genética de camundongos geraram um
namero de modelos de camundongo para o estudo de varias doencgas
humanas, tais como um disturbio de sangramento que beneficiaria de
reducdo da expressao de PCSK9. Tais modelos podem ser usados para
teste in vivo de RNAI, bem como para determinacdo de uma dose
terapeuticamente eficaz. Modelos de camundongo adequados séo
conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, um camundongo
contendo um transgene expressando PCSK9 de humano.

[00383] As composicdes farmacéuticas da presente invencédo podem
ser administradas de um numero de maneiras dependendo de se é
desejado tratamento local ou sistémico e da area a ser tratada. A
administracdo pode ser topica (por exemplo, por um penso
transdérmico), pulmonar, por exemplo, por inalacdo ou insuflacdo de
pds ou aerossois, incluindo por nebulizador; intratraqueal, intranasal,
epidérmica e transdérmica, oral ou parenteral. A administracdo

parenteral inclui injecdo ou infusao intravenosa, intra-arterial,
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subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular; subdérmica, por exemplo,
através de um dispositivo implantado; ou intracraniana, por exemplo, por
administracéo intraparenquimal, intratecal ou intraventricular.

[00384] O RNAI pode ser distribuido de uma maneira para se dirigir
a um tecido particular, tal como o figado (por exemplo, os hepatécitos
do figado).

[00385] Composicdes e formulagbes farmacéuticas para
administracdo tépica podem incluir pensos transdérmicos, pomadas,
lo¢gBes, cremes, géis, gotas, supositorios, pulverizacdes, liquidos e poés.
Veiculos farmacéuticos convencionais, bases aquosas, em pd ou
oleosas, espessantes e similares podem ser necessarios ou desejaveis.
Preservativos revestidos, luvas e similares podem ser também uteis.
Formulacdes topicas adequadas incluem aquelas nas quais os RNAIs
apresentados na invencdo estdo em mistura com um agente de
distribuicéo tépica tal como lipideos, lipossomas, acidos graxos, ésteres
de &cidos graxos, esteroides, agentes quelantes e tensioativos.
Lipideos e lipossomas adequados incluem neutros (por exemplo,
dioleoilfosfatidii DOPE etanolamina, dimiristoilfosfatidil colina DMPC,
diestearolifosfatidil colina), negativos (por exemplo, dimiristoilfosfatidil
glicerol DMPG) e cationicos (por exemplo, dioleoiltetrametilaminopropil
DOTAP e dioleoilfosfatidil etanolamina DOTMA). Os RNAiIs
apresentados na invencdo podem ser encapsulados dentro de
lipossomas ou podem formar complexos com 0s mesmos, em particular
com lipossomas catiénicos. Alternativamente, os RNAis podem ser
complexados com lipideos, em particular com lipideos catibnicos.
Acidos graxos e ésteres adequados incluem mas ndo estéo limitados a
acido araquidénico, acido oleico, acido eicosanoico, acido laurico, acido
caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico,
acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina,

dilaurina, 1-monocaprato de glicerila, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona,
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uma acilcarnitina, uma acilcolina, ou um éster de alquila C1-20 (por
exemplo, miristato de isopropila IPM), monoglicerideo, diglicerideo ou
seu sal farmaceuticamente aceitdvel. FormulacBes tdpicas sé&o
descritas em detalhe na Patente dos E.U.A. No. 6,747,014, que é
incorporada aqui por referéncia.

A. Formulacdes de RNAi Compreendendo Montagens Moleculares
Membranosas

[00386] Um RNAI para uso nas composi¢des e métodos da invengao
pode ser formulado para distribuicio em uma montagem molecular
membranosa, por exemplo, um lipossoma ou um micélio. Como usado
aqui, o termo "lipossoma" se refere a uma vesicula composta por
lipideos anfifilicos dispostos em pelo menos uma bicamada, por
exemplo, uma bicamada ou uma pluralidade de bicamadas. Os
lipossomas incluem vesiculas unilamelares e multilamelares que tém
uma membrana formada de um material lipofilico e um interior aquoso.
A porcdo aquosa contém a composicdo de RNAIi. O material lipofilico
isola o interior aquoso de um exterior aquoso, que tipicamente nao inclui
a composicado de RNAIi, embora, em alguns exemplos, o possa. Os
lipossomas séo uteis para a transferéncia e distribuicdo de ingredientes
ativos ao local de acdo. Uma vez que a membrana lipossomal €&
estruturalmente similar a membranas biologicas, quando lipossomas
sdo aplicados em um tecido, a bicamada lipossomal é fundida a
bicamada das membranas celulares. A medida que a fusdo do
lipossoma e célula progride, os conteldos aquosos internos que incluem
o RNAIi sdo distribuidos na célula onde o RNAi pode se ligar
especificamente a um RNA alvo e pode mediar RNAi. Em alguns casos,
os lipossomas sédo também especificamente direcionados, por exemplo,
para dirigir o RNAI para tipos de células particulares.

[00387] Um lipossoma contendo um agente de RNAi pode ser

preparado por uma variedade de métodos. Em um exemplo, o
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componente de lipideo de um lipossoma é dissolvido em um detergente
tal que sejam formados micélios com o componente de lipideo. Por
exemplo, o componente de lipideo pode ser um lipideo ou conjugado de
lipideo catiénico. O detergente pode ter uma elevada concentracdo de
micélio critica e pode ser nao i6nico. Detergentes exemplares incluem
colato, CHAPS, octilglucosideo, desoxicolato, e lauroil sarcosina. A
preparagdo do agente de RNAI € depois adicionada aos micélios que
incluem o componente de lipideo. Os grupos catidénicos no lipideo
interagem com o agente de RNAi e condensam em torno do agente de
RNAI para formar um lipossoma. Apos condensacéo, o detergente é
removido, por exemplo, pore dialise, para originar a uma preparacao
lipossomal de agente de RNA..

[00388] Se necessario, um composto carreador que auxilia a
condensacdo pode ser adicionado durante a reacdo de condensacao,
por exemplo, por adicdo controlada. Por exemplo, o composto carreador
pode ser um polimero sem ser um acido nucleico (por exemplo,
espermina ou espermidina). O pH pode ser também ajustado para
favorecer a condensacéo.

[00389] Meétodos para producdo de veiculos de administracdo de
polinucleotideos  estaveis, que incorporam um  complexo
polinucleotideo/lipideo catibnico como componentes estruturais do
veiculo de distribuicdo, sdo adicionalmente descritos em, por exemplo,
WO 96/37194, os conteudos inteiros da qual séo incorporados aqui por
referéncia. A formacao de lipossomas pode também incluir um ou mais
aspectos de métodos exemplares descritos em Felgner, P. L. et al.,
(1987) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987, Pat. dos E.U.A.
No. 4,897,355; Pat. dos E.U.A. No. 5,171,678; Bangham, et al. M. Mol.
Biol. 23:238, 1965; Olson, et al. Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979;
Szoka, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 4194, 1978; Mayhew, et al.
Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al. Biochim. Biophys.
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Acta 728:339, 1983; e Fukunaga, et al. Endocrinol. 115:757, 1984.
Técnicas comummente usadas para preparacdo de agregados de
lipideos de tamanho apropriado para uso como veiculos de distribuicdo
incluem sonicagéo e congelagao-descongelagéo mais extrusao (ver, por
exemplo, Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta 858:161, 1986). Pode ser
usada microfluidizagdo quando forem desejados agregados
consistentemente pequenos (50 a 200 nm) e relativamente uniformes
(Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984). Estes métodos
sdo prontamente adaptados ao empacotamento de preparacdes de
agente de RNAi em lipossomas.

[00390] Os lipossomas séo classificados em duas amplas classes.
Lipossomas cationicos séo lipossomas positivamente carregados que
interagem com as moléculas de acidos nucleicos negativamente
carregadas para formar um complexo estavel. O complexo &cido
nucleico/lipossomo positivamente carregado se liga a superficie celular
negativamente carregada e € internalizado em um endossoma. Devido
ao pH &cido dentro do endossoma, os lipossomas sofrem rutura,
liberando seus conteddos no citoplasma da célula (Wang et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

[00391] Os lipossomas que sao sensiveis ao pH ou negativamente
carregados aprisionam acidos nucleicos em vez de se complexarem
com ele. Uma vez que tanto o acido nucleico como o lipideo estéo
similarmente carregados ocorre repulsédo em vez de formacao de
complexo. Ainda assim, algum &cido nucleico fica aprisionado dentro do
interior aquoso destes lipossomas. Lipossomas sensiveis ao pH tém
sido usados para distribuir acidos nucleicos codificando o gene da
timidina cinase em monocamadas de células em cultura. A expressao
do gene exdgeno foi detetada nas células alvo (Zhou et al., Journal of
Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

[00392] Um grande tipo de composicdo lipossomal inclui
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fosfolipideos sem ser fosfatidilcolina naturalmente derivada.
Composicdes de lipossomas neutras, por exemplo, podem ser formadas
a partir de dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) ou dipalmitoil
fosfatidilcolina (DPPC). Composi¢cOes de lipossomas anibnicas séo
geralmente formadas a partir de dimiristoil fosfatidilglicerol, enquanto
lipossomas fusogénicos anidnicos séo formados principalmente a partir
de dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE). Outro tipo de composicéo
lipossomal é formada a partir de fosfatidilcolina (PC) tal como, por
exemplo, PC de soja, e PC de ovo. Outro tipo € formado a partir de
misturas de fosfolipideo e/ou fosfatidilcolina e/ou colesterol.

[00393] Exemplos de outros métodos para introduzir lipossomas em
células in vitro e in vivo incluem a Pat. dos E.U.A. No. 5,283,185; Pat.
dos E.U.A. No. 5,171,678; WO 94/00569; WO 93/24640; WO 91/16024;
Felgner, J. Biol. Chem. 269:2550, 1994; Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci.
90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992; Gershon,
Biochem. 32:7143, 1993; e Strauss EMBO J. 11:417, 1992.

[00394] Sistemas lipossomais ndo i6nicos foram também
examinados para se determinar a sua utilidade na distribuicdo de
farmacos a pele, em particular sistemas compreendendo tensioativo
nao ibnico e colesterol. Formulacbes lipossomais ndo ibnicas
compreendendo Novasome™ | (dilaurato de glicerila/colesterol/éter de
polioxietileno-10-estearila) e Novasome™ Il  (diestearato de
glicerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearila) foram usadas para
distribuir um farmaco na derme da pele de camundongo. Os resultados
indicaram que tais sistemas lipossomais nao iénicos foram eficazes na
facilitacdo da deposicao de ciclosporina A em diferentes camadas da
pele (Hu et al. S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4(6) 466).

[00395] Os lipossomas incluem também lipossomas "estericamente
estabilizados", um termo que, como usado aqui, se refere a lipossomas

compreendendo um ou mais lipideos especializados que, quando
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incorporados em lipossomas, resultam em tempos de vida em
circulagao intensificados em relagdo a lipossomas nédo tendo tais
lipideos especializados. Exemplos de lipossomas estericamente
estabilizados s&do aqueles nos quais parte da porcdo de lipideo
formadora de vesicula do lipossoma (A) compreende um ou mais
glicolipideos, tais como monossialogangliosideo GM1, ou (B) é
derivatizada com um ou mais polimeros hidrofilicos, tais como uma
fracdo de polietileno glicol (PEG). Embora ndo desejando estar limitado
por qualquer teoria particular se pensa na técnica que, pelo menos para
lipossomas estericamente estabilizados contendo gangliosideos,
esfingomielina, ou lipideos derivatizados com PEG, a meia-vida em
circulacéo intensificada destes lipossomas estericamente estabilizados
deriva de uma captacdo reduzida em células do sistema
reticuloendotelial (RES) (Allen et al., (1987) FEBS Letters, 223:42; Wu
et al., (1993) Cancer Research, 53,3765).

[00396] Varios lipossomas compreendendo um ou mais glicolipideos
sdo conhecidos na técnica. Papahadjopoulos et al. (Ann. N.Y. Acad.
Sci., 1987, 507, 64) relataram a capacidade de monossialogangliosideo
GML1, sulfato de galactocerebrosideo e fosfatidilinositol de melhorar as
meias-vidas no sangue de lipossomas. Estas descobertas foram
expostas por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85,
6949). As Pat. dos E.U.A. No. 4,837,028 e WO 88/04924, ambas em
nome de Allen et al., divulgam lipossomas compreendendo (1)
esfingomielina e (2) o gangliosideo GM1 ou um éster de sulfato de
galactocerebrosideo. A Pat. dos E.U.A. No. 5,543,152 (Webb et al.)
divulga lipossomas compreendendo esfingomielina. Lipossomas
compreendendo 1,2-sn-dimiristoilfosfatidilcolina sdo divulgados em WO
97/13499 (Lim et al.).

[00397] Em uma modalidade sao usados lipossomas catidnicos. Os

lipossomas cationicos tém a vantagem de serem capazes de se fundir
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a membrana celular. Os lipossomas ndo catibnicos, apesar de nao
serem capazes de se fundir tdo eficazmente & membrana plasmatica,
sdo absorvidos por macrofagos in vivo e podem ser usados para
distribuir agentes de RNAi em macrofagos.

[00398] Vantagens adicionais de lipossomas incluem: os lipossomas
obtidos de fosfolipideos naturais sdo biocompativeis e biodegradaveis;
os lipossomas podem incorporar uma gama ampla de farmacos soluveis
em agua e lipideos; os lipossomas podem proteger agentes de RNAI
encapsulados em seus compartimentos internos do metabolismo e
degradacao (Rosoff, em "Pharmaceutical Dosage Forms", Lieberman,
Rieger e Banker (Editores), 1988, volume 1, p. 245). Consideracdes
importantes na preparacao de formulacdes de lipossomas sédo a carga
superficial do lipideo, tamanho da vesicula e o volume aquoso dos
lipossomas.

[00399] Um lipideo catidnico sintético positivamente carregado,
cloreto de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilaménio (DOTMA),
pode ser usado para formar lipossomas pequenos que interagem
espontaneamente com acido nucleico para formar complexos lipideo-
acido nucleico que sao capazes de se fundir aos lipideos negativamente
carregados das membranas celulares de células de cultura de tecidos,
resultando na distribuicdo do agente de RNAI (ver, por exemplo,
Felgner, P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987 e
Pat. dos E.U.A. No. 4,897,355 quanto a uma descricdo de DOTMA e
seu uso com DNA).

[00400] Um analogo de DOTMA, 1,2-bis(oleoiloxi)-3-
(trimetilamonia)propano (DOTAP), pode ser usado em combinacdo com
um fosfolipideo para formar vesiculas que complexam com DNA.
Lipofectina™ (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, Md.) é
um agente eficaz para a distribuicdo de acidos nucleicos altamente

aniénicos em células de cultura de tecidos vivos que compreendem

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 108/294



103/277

lipossomas de DOTMA positivamente carregados que interagem
espontaneamente com polinucleotideos negativamente carregados
para formar complexos. Quando sdo usados suficientes lipossomas
positivamente carregados, a carga liquida dos complexos resultantes é
também positiva. Complexos positivamente carregados preparados
desta maneira se anexam espontaneamente a superficies celulares
negativamente carregadas, se fundem a membrana plasmatica, e
distribuem eficazmente acidos nucleicos funcionais em, por exemplo,
células de cultura de tecidos. Outro lipideo catibnico comercialmente
disponivel, 1,2-bis(oleoiloxi)-3,3-(trimetilamonia)propano ("DOTAP")
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) difere de DOTMA pelo
fato de as fracdes oleoila estarem ligadas por ligacdes éster, em vez de
éter.

[00401] Outros compostos de lipideos catidnicos relatados incluem
agueles que foram conjugados com uma variedade de fracdes, incluindo,
por exemplo, carboxiespermina que foi conjugada com um de dois tipos
de lipideos e inclui compostos tais como dioctaoleoilamida de 5-
carboxiespermilglicina ("DOGS") (Transfectam™, Promega, Madison,
Wisconsin) e 5-carboxiespermil-amida de dipalmitoilfosfatidiletanolamina
("DPPES") (ver, por exemplo, Pat. dos E.U.A. No. 5,171,678).

[00402] Outro conjugado de lipideo catibnico inclui derivatizacdo do
lipideo com colesterol ("DC-Chol") que foi formulado em lipossomas em
combinacao com DOPE (Ver Gao, X. e Huang, L., Biochim. Biophys.
Res. Commun. 179:280, 1991). Foi relatado que lipopolilisina,
preparada por conjugacdo de polilisina com DOPE, é eficaz para
transfeccao na presenca de soro (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta
1065:8, 1991). Para certas linhagens celulares se diz que estes
lipossomas contendo lipideos catidnicos conjugados exibem toxicidade
mais baixa e proporcionam transfeccdo mais eficaz do que as

composices contendo DOTMA. Outros produtos de lipideos catibnicos
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comercialmente disponiveis incluem DMRIE e DMRIE-HP (Vical, La
Jolla, Califérnia) e Lipofectamina (DOSPA) (Life Technology, Inc.,
Gaithersburg, Maryland). Outros lipideos catibnicos adequados para a
distribuicdo de oligonucleotideos sédo descritos em WO 98/39359 e WO
96/37194.

[00403] Formulagbes lipossomais sao particularmente adequadas
para administracdo topica, os lipossomas apresentam varias vantagens
em relacdo a outras formulagdes. Tais vantagens incluem efeitos
secundarios reduzidos relacionados elevada absorcao sistémica do
farmaco administrado, acumulo aumentado do farmaco administrado no
alvo desejado, e a capacidade de administrar um agente de RNAIi na
pele. Em algumas implementacdes sdo usados lipossomas para
distruibuir um agente de RNAi em células epidérmicas e também para
intensificar a penetracdo do agente de RNAi em tecidos da derme, por
exemplo, na pele. Por exemplo, os lipossomas podem ser aplicados
topicamente. A administracdo topica de farmacos formulados como
lipossomos na pele foi documentada (ver, por exemplo, Weiner et al.,
Journal of Drug Targeting, 1992, vol. 2,405-410 e du Plessis et al.,
Antiviral Research, 18, 1992, 259-265; Mannino, R. J. e Fould-Fogerite,
S., Biotechniques 6:682-690, 1988; Itani, T. et al. Gene 56:267-276.
1987; Nicolau, C. et al. Meth. Enz. 149:157-176, 1987; Straubinger, R.
M. e Papahadjopoulos, D. Meth. Enz. 101:512-527, 1983; Wang, C. Y.
e Huang, L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7851-7855, 1987).

[00404] Sistemas lipossomais ndo ib6nicos foram também
examinados para se determinar a sua utilidade na distribuicdao de
farmacos na pele, em particular sistemas compreendendo tensioativo
nao ibnico e colesterol. Formulacbes lipossomais ndo ibnicas
compreendendo Novasome | (dilaurato de glicerila/colesterol/éter de
polioxietileno-10-estearila) e Novasome Il (diestearato de

glicerila/colesterol/éter de polioxietileno-10-estearila) foram usadas para
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distribuir um farmaco na derme da pele de camundongo. Tais
formulagcdes com agente de RNAIi séo Uteis para tratamento de um
distarbio dermatoldgico.

[00405] Os lipossomas que incluem RNAi podem ser tornados
altamente deformaveis. Tal deformabilidade pode permitir que os
lipossomas penetrem através de poros que sdo menores do que o raio
médio do lipossoma. Por exemplo, os transfersomas sdo um tipo de
lipossomas deformaveis. Os transferossomas podem ser preparados
por adicdo de ativadores da borda de superficie, usualmente
tensioativos, a uma composicéo lipossomal padréo. Os transfersomas
gue incluem um agente de RNAI podem ser distribuidos, por exemplo,
subcutaneamente por infecdo de modo a distrubuir o agente de RNAI
em queratindcitos da pele. De modo a atravessarem pele intacta de
mamifero, vesiculas de lipideos tém de passar através de uma série de
poros finos, cada um com um diametro menor do que 50 nm, sob a
influéncia de um gradiente transdérmico adequado. Adicionalmente,
devido as propriedades dos lipideos, estes transferossomas podem ser
auto-otimizantes (adaptacéo a forma dos poros, por exemplo, na pele),
autorreparantes, e conseguem frequentemente alcancar seus alvos
sem fragmentacao, e frequentemente autocarregantes.

[00406] Outras formulagdes convenientes para a presente invencgao
séo descritas nos pedidos provisorios dos Estados Unidos Nos. de série
61/018,616, depositado a 2 de janeiro, 2008; 61/018,611, depositado a
2 de janeiro, 2008; 61/039,748, depositado a 26 de marco, 2008;
61/047,087, depositado a 22 de abril, 2008, e 61/051,528, depositado a
8 de maio, 2008. O pedido PCT no. PCT/US2007/080331, depositado
am 3 de outubro, 2007, descreve também formulacfes que sé&o
convenientes para a presente invencao.

[00407] Transfersomas sao ainda outro tipo de lipossomas, e séo

agregados de lipideos altamente deforméaveis que sdo candidatos
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atrativos para veiculos de distribuicdo de farmacos. Os transfersomas
podem ser descritos como goticulas de lipideos que sado tdo altamente
deformaveis que conseguem facilmente penetrar através de poros que
sao mais pequenos do que a goticula. Os transfersomas sao adaptaveis
ao ambiente no qual sdo usados, por exemplo, sdo auto-otimizantes
(adaptativos a forma dos poros na pele), autorreparantes, alcancam
frequentemente seus alvos sem fragmentacdo, e frequentemente
autocarregantes. Para preparar transfersomos é possivel adicionar
ativadores de borda de superficie, habitualmente tensioativos, a uma
composicao de lipossomos padréo. Os transfersomas foram usados
para distribuir albumina do soro na pele. Foi mostrado que a distribuicéo
de albumina do soro mediada por transfersomas € tdo eficaz como
injecdo subcutanea de uma solucéo contendo albumina do soro.
[00408] Os tensioativos encontram ampla aplicacdo em formulacdes
tais como emulsdes (incluindo microemulsdes) e lipossomas. A maneira
mais comum de classificar e ordenar as propriedades dos muitos tipos
diferentes de tensioativos, tanto naturais como sintéticos, é pelo uso do
equilibrio hidrofilo/lipéfilo (HLB). A natureza do grupo hidrofilico
(também conhecido como a "cabeca") proporciona 0 meio mais util para
categorizacdo dos diferentes tensioativos usados em formulacdes
(Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., Nova
lorque, N.I., 1988, p. 285).

[00409] Se a molécula de tensioativo nado estiver ionizada é
classificada como um tensioativo ndo idénico. Os tensioativos ndo idnicos
encontram ampla aplicacdo em produtos farmacéuticos e cosméticos e
sao usaveis ao longo de uma ampla gama de valores de pH. Em geral,
seus valores HLB variam de 2 a cerca de 18 dependendo da sua
estrutura. Tensioativos ndo ibnicos incluem ésteres ndo idnicos tais
como ésteres de etileno glicol, ésteres de propileno glicol, ésteres de

glicerila, ésteres de poliglicerila, ésteres de sorbitana, ésteres de
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sacarose, e ésteres etoxilados. Alcanolamidas e éteres ndo idnicos tais
como etoxilatos de alcoois graxos, alcoois propoxilados, e polimeros em
bloco etoxilados/propoxilados estdo também incluidos em esta classe.
Os tensioativos de polioxietileno sdo os membros mais populares da
classe dos tensioativos néo iGnicos.

[00410] Se a molécula de tensioativo transportar uma carga negativa
guando é dissolvida ou dispersa em agua, o tensioativo é classificado
como anidnico. Tensioativos anidnicos incluem carboxilatos tais como
sabdes, lactilatos de acila, amidas de acila de aminoé&cidos, ésteres do
acido sulfurico tais como sulfatos de alquila e sulfatos de alquila
etoxilados, sulfonatos tais como benzenossulfonatos de alquila,
isetionatos de acila, tauratos de acila e sulfossuccinatos, e fosfatos. Os
membros mais importantes da classe dos tensioativos anidnicos sao os
sulfatos de alquila e os sabdes.

[00411] Se a molécula de tensioativo transportar uma carga positiva
guando é dissolvida ou dispersa em agua, o tensioativo € classificado
como catibnico. Tensioativos catidnicos incluem sais de amonio
guaternario e aminas etoxiladas. Os sais de amonio quaternario sao os
membros mais usados desta classe.

[00412] Se a molécula de tensioativo tiver a capacidade de
transportar uma carga positiva ou negativa, o tensioativo € classificado
como anfotérico. Tensioativos anfotéricos incluem derivados do acido
acrilico, alquilamidas substituidas, N-alquilbetainas e fosfatideos.
[00413] O uso de tensioativos em produtos, formulacbes e em
emulsBes de farmacos foi revisto (Rieger, em Pharmaceutical Dosage
Forms, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., 1988, p. 285).

[00414] O RNAI para uso nos métodos da invencéo pode ser também
proporcionado como formulagdes micelares. “Micélios” s&o definidos
aqui como um tipo particular de montagem molecular em que moléculas

anfipaticas sao dispostas em uma estrutura esférica de modo que todas
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as porc¢des hidrofébicas das moléculas estdo dirigidas para dentro,
deixando as porc¢des hidrofilicas em contato com a fase aquosa
envolvente. Existe a disposic¢ao inversa se o ambiente for hidrofobico.
[00415] Uma formulagcdo micelar mista adequada para distribuicao
através de membranas transdérmicas pode ser preparada por mistura
de uma solucdo aguosa da composicao de siRNA, um sulfato de alquila
Cs a Cz2 de metal alcalino, e um composto formador de micélios.
Compostos formadores de micélios exemplificativos incluem lecitina,
acido hialurdnico, sais farmaceuticamente aceitaveis do acido
hialurénico, acido glicdlico, acido lactico, extrato de camomila, extrato
de pepino, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, mono-oleina,
mono-oleatos, monolauratos, 0leo de borragem, 6leo de cirio-do-norte,
mentol, trihidroxi oxo colanil glicina e respectivos sais
farmaceuticamente aceitaveis, glicerina, poliglicerina, lisina, polilisina,
trioleina, éteres de polioxietiieno e respectivos analogos, éteres de
alquila de polidocanol e respectivos analogos, quenodesoxicolato,
desoxicolato, e respectivas misturas. Os compostos formadores de
micélios podem ser adicionados ao mesmo tempo ou apos a adicdo do
alquil sulfato de metal alcalino. Micélios mistos serdo formados com
substancialmente qualquer tipo de mistura dos ingredientes, mas
mistura vigorosa para proporcionar micélios de menores dimensdes.
[00416] Em um método € preparada uma primeira composicao
micelar que contém a composicdo de siRNA e pelo menos o alquil
sulfato de metal alcalino. A primeira composicdo micelar é entédo
misturada com pelo menos trés compostos formadores de micélios, para
formar uma composicdo micelar mista. Em outro método, a composicao
micelar é preparada misturando a composicao de siRNA, o alquil sulfato
de metal alcalino e pelo menos um dos compostos formadores de
micélios, seguido da adicdo dos restantes compostos formadores de

micélios, com mistura vigorosa.
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[00417] Fenol e/lou m-cresol podem ser adicionados a composicao
micelar mista para estabilizar a formulagdo e protegé-la contra
crescimento bacteriano. Em alternativa, fenol e/ou m-cresol podem ser
adicionados com os ingredientes formadores de micélios. Um agente
isotbnico, como glicerina, também pode ser adicionado apods a formacgéao
da composicao micelar mista.

[00418] Para administracdo da formulagcdo micelar como uma
pulverizacdo, a formulacdo pode ser colocada em um distribuidor de
aerossol e o distribuidor é carregado com um propulsor. O propulsor,
gue esta sob pressao, esta em forma liquida no distribuidor. As razdes
dos ingredientes sdo ajustadas tal que as fases aquosa e propulsora se
tornem uma, i.e., existe uma fase. Se existirem duas fases é necessario
agitar o distribuidor antes de distribuir uma porcdo dos conteudos, por
exemplo através de uma valvula calibrada. A dose distribuida do agente
farmacéutico é propelida da valvula calibrada em uma pulverizagao fina.
[00419] Propulsores podem incluir clorofluorocarbonetos contendo
de hidrogénio, fluorocarbonetos contendo de hidrogénio, éter de
dimetila e éter de dietila. Em certas modalidades pode ser usado HFA
134a (1,1,1,2 tetrafluoroetano).

[00420] As concentracbes especificas dos ingredientes essenciais
podem ser determinadas por experimentacdo relativamente simples.
Para absorcéo através das cavidades orais € frequentemente desejavel
aumentar, por exemplo, pelo menos duplicar ou triplicar, a dosagem
para através de injecdo ou administracdo através do trato
gastrointestinal.

B. Particulas de lipideos

[00421] Os RNAis, por exemplo, dsRNAs, da na invengdo podem ser
totalmente encapsulados em uma formulacéo de lipideos, por exemplo,
uma LNP, ou outra particula de &cido nucleico-lipideo.

[00422] Como usado aqui, o termo "LNP" se refere a uma particula
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estavel de acido nucleico-lipideo. As LNPs contém um lipideo catibnico,
um lipideo ndo catiénico, e um lipideo que previne agregacdo da
particula (por exemplo, um conjugado PEG-lipideo). As LNPs séao
extremamente Uteis para aplicacdes sistémicas, pois exibem tempos de
vida em circulacdo prolongados apOs injecdo intravenosa (i.v.) e se
acumulam em locais distais (por exemplo, locais fisicamente separados
do local de administracéo). As LNPs incluem "pSPLP", que incluem um
complexo de agente de condensacao-acido nucleico encapsulado como
apresentado na Publicacdo PCT No. WO 00/03683. As particulas da
presente invencgdo tém tipicamente um didmetro medio de cerca de 50
nm a cerca de 150 nm, mais tipicamente cerca de 60 nm a cerca de 130
nm, mais tipicamente cerca de 70 nm a cerca de 110 nm, 0 mais
tipicamente cerca de 70 nm a cerca de 90 nm, e sdo substancialmente
nao toxicas. Adicionalmente, os acidos nucleicos, quando presentes nas
particulas acido nucleico-lipideo da presente invencéo, sao resistentes
em solucdo aquosa a degradacdo com uma nuclease. Particulas de
acido nucleico-lipideo e seu método de preparacao sao revelados, por
exemplo, nas Patentes U.S. Nos. 5,976,567; 5,981,501; 6,534,484,
6,586,410; 6,815,432; Publicacdo U.S. No. 2010/0324120 e Publicacéo
PCT No. WO 96/40964.

[00423] Em uma modalidade, a razdo de lipideo em relacdo ao
farmaco (raz&o massa/massa) (por exemplo, razdo de lipideo e dsRNA)
estara na gama de cerca de 1:1 a cerca de 50:1, de cerca de 1:1 a cerca
de 25:1, de cerca de 3:1 a cerca de 15:1, de cerca de 4:1 a cerca de
10:1, de cerca de 5:1 a cerca de 9:1, ou cerca de 6:1 a cerca de 9:1.
Também é contemplado que intervalos intermédios dos intervalos
listados acima fagcam parte da invencao.

[00424] O lipideo catibnico pode ser, por exemplo, cloreto de N,N-
dioleil-N,N-dimetilamoénio (DODAC), brometo de N,N-diestearil-N,N-
dimetilaménio (DDAB), cloreto de N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N,N,N-
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trimetilaménio (DOTAP), cloreto de N-(1-(2,3-dioleiloxi)propil)-N,N,N-

trimetilamoénio (DOTMA), N,N-dimetil-(2,3-dioleiloxi)propilamina
(DODMA), 1,2-DiLinoleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLIinDMA), 1,2-
Dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLenDMA), 1,2-
Dilinoleilcarbamoiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-C-DAP), 1,2-

Dilinoleioxi-3-(dimetilamino)acetoxipropano (DLin-DAC), 1,2-Dilinoleioxi-
3-morfolinopropano  (DLin-MA), 1,2-Dilinoleoil-3-dimetilaminopropano
(DLinDAP), 1,2-Dilinoleiltio-3-dimetilaminopropano (DLin-S-DMA), 1-
Linoleoil-2-linoleiloxi-3-dimetilaminopropano  (DLin-2-DMAP), sal de
cloreto de 1,2-Dilinoleiloxi-3-trimetilaminopropano (DLin-TMA.CI), sal de
cloreto de 1,2-Dilinoleoil-3-trimetilaminopropano (DLin-TAP.CI), 1,2-
Dilinoleiloxi-3-(N-metilpiperazino)propano  (DLin-MPZ), ou  3-(N,N-
Dilinoleilamino)-1,2-propanodiol  (DLinAP),  3-(N,N-Dioleilamino)-1,2-
propanodio (DOAP), 1,2-Dilinoleiloxo-3-(2-N,N-dimetilamino)etoxipropano
(DLin-EG-DMA), [,2-Dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLIinDMA),
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminometil-[1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA) ou seus
analogos, (3aR,5s,6aS)-N,N-dimetil-2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienil)tetraidro-3aH-ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina (ALN100), 4-
(dimetilamino)butanoato de (6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-
tetraen-19-ila (MC3), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-hidroxidodecil)amino)etil)(2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etilazanodi-il)didodecan-2-ol (Tech
G1), ou uma sua mistura. O lipideo catiénico pode compreender de cerca
de 20 % por mol a cerca de 50 % por mol ou cerca de 40 % por mol do
lipideo total presente na particula.

[00425] Em outra modalidade, o composto 2,2-Dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano pode ser usado para preparar
nanoparticulas de lipideo-siRNA. A sintese de 2,2-Dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano €é descrita no pedido de patente
proviséria dos Estados Unidos niumero 61/107,998 depositada a 23 de

outubro, 2008, que é aqui incorporada por referéncia.
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[00426] Em uma modalidade, a particula de lipideo-siRNA inclui 2,2-
Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano a 40 %: DSPC a 10 %:
Colesterol a 40 %: PEG-C-DOMG a 10 % (percentagem molar) com um
tamanho das particulas de 63,0 £ 20 nm e uma Razao de siRNA/Lipideo
de 0,027.

[00427] O lipideo ionizavel/ndo catibnico pode ser um lipideo
aniénico ou um lipideo neutro, incluindo, mas ndo se limitando, a
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG),
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoil-fosfatidiletanolamina
(DOPE), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoilfosfati-
diletanolamina (POPE), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato
de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE-mal), dipalmitoil fosfatidil
etanolamina (DPPE), dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), diestearoil-
fosfatidil-etanolamina (DSPE), 16-O-monometil PE, 16-O-dimetil PE,
18-1-trans PE, 1-estearoil-2-oleoil-fosfatidietanolamina (SOPE),
colesterol, ou uma sua mistura. O lipideo ndo catibnico pode
compreender de cerca de 5 % por mol a cerca de 90 % por mol, cerca
de 10 % por mol, ou cerca de 58 % por mol se colesterol estiver incluido,
do lipideo total presente na particula.

[00428] O lipideo conjugado que inibe a agregacdo de particulas
pode ser, por exemplo, um polietilenoglicol (PEG)-lipideo incluindo, sem
limitacdo, um PEG-diacilglicerol (DAG), um PEG-dialquiloxipropila
(DAA), um PEG-fosfolipideo, um PEG-ceramida (Cer), ou uma
respectiva mistura. O conjugado PEG-DAA pode ser, por exemplo, um
PEG-dilauriloxipropila (Ciz), um PEG-dimiristiloxipropila (Cis), um PEG-
dipalmitiloxipropila (Cis), ou um PEG- diesteariloxipropila (Cis). O lipideo
conjugado que previne agregacao de particulas pode ser de 0 % por
mol a cerca de 20 % por mol ou cerca de 2 % por mol do lipideo total

presente na particula.
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[00429] Em algumas modalidades, a particula de acido nucleico-
lipideo inclui adicionalmente colesterol a, por exemplo, cerca de 10 %
por mol a cerca de 60 % por mol ou cerca de 48 % por mol do lipideo
total presente na particula.

[00430] Em uma modalidade, o lipidoide ND98-4HCI (PM 1487) (ver
Pedido de Patente dos E.U.A. No. 12/056,230, depositada a 3/26/2008,
gue é incorporada aqui por referéncia), Colesterol (Sigma-Aldrich), e
PEG-Ceramida C16 (Avanti Polar Lipids) podem ser usados para
preparar nanoparticulas de lipideo-dsRNA (i.e., particulas LNPO1).
Solucbes de estoque de cada em etanol podem ser preparadas como
se segue: ND98, 133 mg/mL; Colesterol, 25 mg/mL, PEG-Ceramida
C16, 100 mg/mL. As solucbes de estoque de ND98, Colesterol, e PEG-
Ceramida C16 podem ser depois combinadas em uma, por exemplo,
razdo molar 42:48:10. A solucdo de lipideo combinada pode ser
misturada com dsRNA aquoso (por exemplo, em acetato de sédio pH 5)
tal que a concentracdo final de etanol seja cerca de 35-45 % e a
concentracao final de acetato de sodio seja cerca de 100-300 mM. As
nanoparticulas de lipideo-dsRNA séo tipicamente formadas
espontaneamente apos mistura. Dependendo da distribuicdo do
tamanho das particulas desejada, a mistura de nanoparticulas
resultante pode ser extrudada através de uma membrana de
policarbonato (por exemplo, limite de exclusdo de 100 nm) usando, por
exemplo, uma extrusora thermobarrel, tal como Extrusora Lipex
(Northern Lipids, Inc). Em alguns casos, o0 passo de extrusao pode ser
omitido. A remocéao de etanol e mudanca de tampao simultdnea podem
ser alcancadas por, por exemplo, dialise ou filtracdo com fluxo
tangencial. O tampao pode ser mudado com, por exemplo, salino
tamponado com fosfato (PBS) a cerca de pH 7, por exemplo, cerca de
pH 6,9, cerca de pH 7,0, cerca de pH 7,1, cerca de pH 7,2, cerca de pH
7,3, ou cerca de pH 7,4.
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Férmula 1

ND98 Isomer |

Formulagcbes de LNPO1 s&o descritas, por exemplo, na

Publicacdo do Pedido Internacional No. WO 2008/042973, que é deste

modo incorporado por referéncia.

[00432]

Formulagbes de lipideo-dsRNA exemplares adicionais sao

descritas na Tabela A.
Tabela A.

Lipideo lonizavel/Catiénico

lipideo catidnicol/lipideo
nao
cationico/colesterol/conj
ugado PEG-lipideo
Razao Lipideo:siRNA

LNP-1

1,2-Dilinoleniloxi-N,N-
dimetilaminopropano (DLInDMA)

DLinDMA/DPPC/Colestero
I/PEG-cDMA
(57,1/7,1/34,4/1,4)
lipideo:siRNA ~ 7:1

2-XTC

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DPPC/Colesterol/PE
G-cDMA
57,1/7,1/34,4/1,4
lipideo:siRNA ~ 7:1

LNPO5

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PE
G-DMG

57,5/7,5/31,5/3,5
lipideo:siRNA ~ 6:1
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Lipideo lonizavel/Cati6nico

lipideo catiénicollipideo
nao
catidnico/colesterol/conj
ugado PEG-lipideo
Razdo Lipideo:siRNA

LNPO6

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PE
G-DMG

57,5/7,5/31,5/3,5
lipideo:siRNA ~ 11:1

LNPO7

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PE
G-DMG

60/7,5/31/1,5,
lipideo:siRNA ~ 6:1

LNPO8

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PE
G-DMG

60/7,5/31/1,5,
lipideo:siRNA ~ 11:1

LNPO9

2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
dioxolano (XTC)

XTC/DSPC/Colesterol/PE
G-DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA 10:1

LNP10

(3aR,5s,6aS)-N,N-dimetil-2,2-
di((9Z,122)-octadeca-9,12-
dienil)tetraidro-3aH-
ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina
(ALN100)

ALN100/DSPC/Colesterol/
PEG-DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA 10:1

LNP11

4-(dimetilamino)butanoato de
(62,92,2827,31Z)-heptatriaconta-
6,9,28,31-tetraen-19-ila (MC3)

MC-
3/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA 10:1
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Lipideo lonizavel/Cati6nico

lipideo catiénicollipideo
nao
catidnico/colesterol/conj
ugado PEG-lipideo
Razdo Lipideo:siRNA

LNP12

1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-
hidroxidodecil)amino)etil)(2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-
il)etilazanodi-il)didodecan-2-ol

(Tech G1)

Tech
G1/DSPC/Colesterol/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA 10:1

LNP13

XTC

XTC/DSPC/Col/PEG-DMG
50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 33:1

LNP14

MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-
DMG

40/15/40/5
Lipideo:siRNA: 11:1

LNP15

MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-
DSG/GalNAc-PEG-DSG
50/10/35/4,5/0,5
Lipideo:siRNA: 11:1

LNP16

MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 7:1

LNP17

MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-DSG
50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 10:1

LNP18

MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-
DMG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 12:1
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lipideo catiénicollipideo
nao

Lipideo lonizavel/Catibnico cationico/colesterol/conj
ugado PEG-lipideo
Razdo Lipideo:siRNA

MC3/DSPC/Col/PEG-
DMG

50/10/35/5
Lipideo:siRNA: 8:1

LNP19 | MC3

MC3/DSPC/Col/PEG-DPG
LNP20 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 10:1

C12-200/DSPC/Col/PEG-
DSG

50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 7:1

LNP21 | C12-200

XTC/DSPC/Col/PEG-DSG
LNP22 | XTC 50/10/38,5/1,5
Lipideo:siRNA: 10:1

DSPC: diestearoilfosfatidilcolina

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

[00433] PEG-DMG: PEG-didimiristoil glicerol (C14-PEG, ou PEG-
C14) (PEG com peso molecular médio de 2000)

[00434] PEG-DSG: PEG-diestiril glicerol (C18-PEG, ou PEG-C18)
(PEG com peso molecular médio de 2000)

[00435] PEG-cDMA: PEG-carbamoil-1,2-dimiristiloxipropilamina
(PEG com peso molecular médio de 2000)

[00436] Formulacbes compreendendo LNP (1,2-Dilinoleniloxi-N,N-
dimetilaminopropano (DLinDMA)) sao descritas na Publicacao
Internacional No. W0O2009/127060, depositada a 15 de abril, 2009, que
€ deste modo incorporada por referéncia.

[00437] Formulagcdes compreendendo XTC s&o descritas, por
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exemplo, no Pedido Provisorio dos E.U.A. No. de Série 61/148,366,
depositado a 29 de janeiro, 2009; Pedido Provisério dos E.U.A. No. de
Série 61/156,851, depositado a 2 de marco, 2009; Pedido Provisério dos
E.U.A. No. de Série depositado a 10 de junho, 2009; Pedido Provisério dos
E.U.A. No. de Série 61/228,373, depositado a 24 de julho, 2009; Pedido
Provisério dos E.U.A. No. de Série 61/239,686, depositado a 3 de setem-
bro, 2009, e Pedido Internacional No. PCT/US2010/022614, depositado a
29 de janeiro, 2010, que sao deste modo incorporados por referéncia.
[00438] Formulacbes compreendendo MC3 s&o descritas, por
exemplo, na Publicagéo dos E.U.A. No. 2010/0324120, depositada a 10
de junho, 2010, os conteudos inteiros da qual sédo deste modo
incorporados por referéncia.

[00439] Formulacbes compreendendo ALNY-100 séo descritas, por
exemplo, no Pedido de patente internacional numero PCT/US09/63933,
depositado a 10 de novembro, 2009, que é deste modo incorporado por
referéncia.

[00440] Formulacdes compreendendo C12-200 s&o descritas no
Pedido Provisorio dos E.U.A. No. de Série 61/175,770, depositado a 5 de
maio, 2009, e Pedido Internacional No. PCT/US10/33777, depositado a
5 de maio, 2010, que séo deste modo incorporados por referéncia.
Sintese de lipideos ionizaveis/catibnicos

[00441] Qualquer um dos compostos, por exemplo, lipideos
catiénicos e similares, usado nas particulas de acido nucleico-lipideo da
invencdo pode ser preparado por técnicas conhecidas de sintese
organica, incluindo os métodos descritos em mais detalhe nos
Exemplos. Todos os substituintes sdo como definidos em baixo a néo
ser que indicado de outro modo.

[00442]  “Alquila” significa um hidrocarboneto alifatico saturado, de
cadeia linear ou ramificado, ndo ciclico ou ciclico contendo de 1 a 24

atomos de carbono. Alquilas saturadas de cadeia linear representativas
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incluem metila, etila, n-propila, n-butila, n-pentila, n-hexila, e afins; ao
passo que alquilas saturadas ramificadas incluem isopropila, sec-butila,
isobutila, tert-butila, isopentila, e afins. Alquilas ciclicas saturadas
representativas incluem ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila, ciclohexila, e
similares; enquanto alquilas ciclicas insaturadas incluem ciclopentenila e
ciclohexenila, e similares.

[00443] “Alquenila” significa uma alquila, como definido acima,
contendo pelo menos uma ligacdo dupla entre atomos de carbono
adjacentes. Alquenilas incluem isdmeros cis e trans. Alquenilas
representativas de cadeia linear e ramificadas incluem etilenila,
propilenila, 1-butenila, 2-butenila, isobutilenila, 1-pentenila, 2-pentenila,
3-metil-1-butenila, 2-metil-2-butenila, 2,3-dimetil-2-butenila, e similares.
[00444]  “Alquinila” significa qualquer alquila ou alquenila, como
definido acima, que contém adicionalmente pelo menos uma ligacdo
tripla entre carbonos adjacentes. Alquinilas representativas de cadeia
linear e ramificadas incluem acetilenila, propinila, 1-butinila, 2-butinila,
1-pentinila, 2-pentinila, 3-metil-1 butinila, e similares.

[00445] “Acila” significa qualquer alquila, alquenila, ou alquinila em
gue o carbono no ponto de anexacé&o esta substituido por um grupo oxo,
como definido em baixo. Por exemplo, -C(=0)alquila, -C(=0)alquenila,
e -C(=0)alquinila sédo grupos acila.

[00446]  “Heterociclo” significa um anel heterociclico monociclico de 5
até 7 membros, ou biciclico de 7 até 10 membros, que € saturado,
insaturado, ou aromatico, e que contém desde 1 ou 2 heterodtomos
independentemente selecionados de nitrogénio, oxigénio e enxofre, e em
gue os heterodtomos de nitrogénio e enxofre podem estar opcionalmente
oxidados, e o0 heterodtomo de nitrogénio pode estar opcionalmente
guaternizado, incluindo anéis biciclicos em que quaisquer dos heterociclos
acima estéo fundidos a um anel benzeno. O heterociclo pode estar ligado

via qualquer heteroatomo ou atomo de carbono. Heterociclos incluem
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heteroarilas como definido em baixo. Heterociclos incluem morfolinila,
pirrolidinonila,  pirrolidinila,  piperidinila,  piperizinila,  hidantoinila,
valerolactamila, oxiranila, oxetanila, tetraidrofuranila, tetraidropiranila,
tetraidropiridinila, tetraidroprimidinila, tetraidrotiofenila, tetraidrotiopiranila,
tetraidropirimidinila, tetraidrotiofenila, tetraidrotiopiranila, e similares.
[00447] Os termos “alquila opcionalmente substituida”, “alquenila
opcionalmente substituida”, “alquinila opcionalmente substituida”, “acila
opcionalmente substituida”, e “heterociclo opcionalmente substituido”
significam que, quando substituidos, pelo menos um &tomo de
hidrogénio esta substituido por um substituinte. No caso de um
substituinte oxo (=0), estédo substituidos dois atomos de hidrogénio. A
esse respeito, substituintes incluem oxo, halogénio, heterociclo, -CN, -
ORX, -NRxRy, -NRxC(=O)Ry, -NRxSO2Ry, -C(=O)Rx, -C(=O)ORYX, -
C(=O)NRxRy, —SOnRx e -SOnNRxRy, em que n € 0, 1 ou 2, Rx e Ry
séo iguais ou diferentes e sao independentemente hidrogénio, alquila
ou heterociclo, e cada um dos referidos substituintes de alquila e
heterociclo pode estar adicionalmente substituido com um ou mais de
oxo, halogénio, -OH, -CN, alquila, -ORx, heterociclo, -NRxRy, -
NRXC(=O)Ry, -NRxSO2Ry, -C(=0)RX, -C(=0O)ORX, -C(=O)NRxRy, -
SOnRXx e -SONNRXRYy.

[00448] “Halogénio” significa fluor, cloro, bromo e iodo.

[00449] Em algumas modalidades, os métodos da invencdo podem
requerer a utilizacdo de grupos protetores. A metodologia de grupos
protetores é bem conhecida daqueles peritos na técnica (ver, por
exemplo, Protective Groups in Organic Synthesis, Green, T.W. et al.,
Wiley-Interscience, Cidade de Nova lorque, 1999). Brevemente, grupos
protetores, dentro do contexto desta invencao, sdo qualquer grupo que
reduza ou elimine a reatividade indesejada de um grupo funcional. Um
grupo protetor pode ser adicionado a um grupo funcional para mascarar

a sua reatividade durante certas reacfes e depois é removido para
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revelar o grupo funcional original. Em algumas modalidades é usado um
“‘grupo protetor de alcool”. Um “grupo protetor de alcool” é qualquer
grupo que diminua ou elimine a reatividade indesejada de um grupo
funcional alcool. Grupos protetores podem ser adicionados e removidos
usando técnicas bem conhecidas na técnica.

Sintese da Férmula A

[00450] Em algumas modalidades, particulas de acido nucleico-
lipideo da invengdo sdo formuladas usando um lipideo catidnico de

formula A:

Rs
\
N—R,

o o)

[00451] Ri Rz onde R1 e R2 s&o independentemente
alquila, alquenila ou alquinila, cada uma pode estar opcionalmente
substituida, e R3 e R4 séo independentemente alquila inferior ou R3 e
R4 podem ser tomados em conjunto para formar um anel heterociclico
opcionalmente substituido. Em algumas modalidades, o lipideo
catibnico é XTC (2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolanc). Em
geral, o lipideo de férmula A acima pode ser preparado pelos seguintes
Esquemas Reacionais 1 ou 2, em que todos os substituintes s&o como
definido acima a menos que indicado em contrario.

Esquema 1

Br OH
Br
o 1 3p4
2 o R NHR3R

OH
>LQ—>
R
2

R’ R
1 (o)

R4

N 5
R R5X //R
o) R’ N
5 R3/ +
R X- o R

Formula A

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 127/294



122/277

[00452] Olipideo A, em que R1 e R2 séo independentemente alquila,
alcenila ou alcinila, em que cada um pode estar opcionalmente
substituido, e R3 e R4 sao independentemente alquila de cadeia curta
ou R3 e R4 podem ser tomados em conjunto para formar um anel
heterociclico opcionalmente substituido, pode ser preparado de acordo
com o Esquema 1. A cetona 1 e o brometo 2 podem ser comprados ou
preparados de acordo com métodos conhecidos daqueles com pericia
ordinaria na técnica. A reacao de 1 e 2 origina o cetal 3. O tratamento
do cetal 3 com a amina 4 origina lipideos da formula A. Os lipideos da
formula A podem ser convertidos no correspondente sal de aménio com
um sal organico da formula 5, onde X €& um contraion anidnico
selecionado de halogénio, hidréxido, fosfato, sulfato, ou similares.
Esquema 2
H* R

BIMg—R;  + RyCN —F——— o=
R4

R, Ry

[00453] Alternativamente, o material de inicio cetona 1 pode ser
preparado de acordo com o Esquema 2. O reagente de Grignard 6 e 0
cianeto 7 podem ser comprados ou preparados de acordo com métodos
conhecidos daqueles com pericia ordinaria na técnica. A reacéo de 6 e
7 origina a cetona 1. A conversao da cetona 1 nos correspondentes
lipideos de formula A € como descrito no Esquema 1.

Sintese de MC3

[00454] A preparacdo de DLin-M-C3-DMA (isto ¢é, 4-
(dimetilamino)butanoato de (6Z,9Z,28Z7,312)-heptatriaconta-6,9,28,31-

tetraen-19-ila) foi realizada do modo seguinte. Uma solucdo de

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 128/294



123/277

(62,927,2827,312)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ol (0,53 9),
hidrocloreto do acido 4-N,N-dimetilaminobutirico (0,51 g), 4-N,N-
dimetilaminopiridina (0,61 g) e  hidrocloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (0,53 g) em diclorometano (5 mL) foi
agitada a temperatura ambiente durante uma noite. A solucéo foi lavada
com &cido cloridrico diluido seguido de bicarbonato de sédio aquoso
diluido. As fracdes orgéanicas foram secas sobre sulfato de magnésio
anidro, filtradas e o solvente foi removido em um rotovap. O residuo foi
passado em uma coluna de silica gel (20 g) usando um gradiente de
eluicdo de metanol/diclorometano a 1-5 %. As fragbes contendo o
produto purificado foram combinadas e o solvente removido, originando
um oleo incolor (0,54 g). Sintese de ALNY-100

A sintese do cetal 519 [ALNY-100] foi realizada usando o seguinte

esquema 3:

NHBoc NHM N NCbzMe NCbzMe

e CbzMe :
LAH Cbz-0Su, NEt3 NMO, 0s04 R
HO Ho

OH
514
515 516 517A 51713OH

0 — — LAH, 1M THF o _ —
Me N <I - —_— MerzN.h.CE
[¢] — o N e
519 518

Sintese de 515

[00455] A uma suspensao agitada de LiAIH4 (3,74 g, 0,09852 mol)
em 200 mL de THF anidro em um BFR de duas tubuladuras (1 L) foi
adicionada uma solucao de 514 (10 g, 0,04926 mol) em 70 mL de THF

lentamente a 0 °C sob atmosfera de nitrogénio. ApGs adicdo completa,

o = ‘ PTSA

a mistura reacional foi aguecida até a temperatura ambiente e depois
aquecida até ao refluxo durante 4 horas. A progressao da reacéo foi
monitorada por TLC. Ap6s completacdo da reacao (por TLC), a mistura
foi resfriada até 0 °C e extinta com adicdo cuidadosa de solucao
saturada de Na>SOa. A mistura reacional foi agitada durante 4 horas a

temperatura ambiente e filtrada. O residuo foi bem lavado com THF. O
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filtrado e as lavagens foram misturados e diluidos com 400 mL de
dioxano e 26 mL de HCI conc. e agitados durante 20 minutos a
temperatura ambiente. As volatilidades foram extraidas sob vacuo para
originar o sal hidrocloreto de 515 como um sélido branco. Rendimento:
7,12 g *H-NMR (DMSO, 400 MHz): 5= 9,34 (largo, 2H), 5,68 (s, 2H),
3,74 (m, 1H), 2,66-2,60 (m, 2H), 2,50-2,45 (m, 5H).

Sintese de 516

[00456] A uma solucao agitada do composto 515 em 100 mL de DCM
seco em um BFR de duas tubuladuras de 250 mL foi adicionado NEts
(37,2 mL, 0,2669 mol) e resfriado até 0 °C sob atmosfera de nitrogénio.
Apo6s uma adicdo lenta de N-(benziloxi-carboniloxi)-succinimida (20 g,
0,08007 mol) em 50 mL de DCM seco, se permitiu que a mistura
reacional aquecesse até a temperatura ambiente. Apos completacédo da
reacdo (2-3 h por TLC), a mistura foi lavada sucessivamente com
solugdo de HCla 1 N (1 x 100 mL) e solucéo saturada de NaHCOz3 (1 x
50 mL). A camada organica foi depois seca sobre Na>SO4 anid. e o
solvente foi evaporado para dar material em bruto que foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel para se obter 516 como massa
pegajosa. Rendimento: 11 g (89 %). *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & =
7,36-7,27 (m, 5H), 5,69 (s, 2H), 5,12 (s, 2H), 4,96 (la., 1H), 2,74 (s, 3H),
2.60 (m, 2H), 2,30-2,25 (m, 2H). LC-MS [M+H] -232,3 (96,94 %).
Sintese de 517A e 517B

[00457] O ciclopenteno 516 (5 g, 0,02164 mol) foi dissolvido em uma
solucdo de 220 mL de acetona e agua (10:1) em um BFR de uma
tubuladura de 500 mL e foi-lhe adicionado morfolina-N-6xido de N-metila
(7,6 g, 0,06492 mol) seguido de 4,2 mL de solucado de OsOs a 7,6 %
(0,275 g, 0,00108 mol) em tert-butanol a temperatura ambiente. Apos
completacdo da reacao (~ 3 h), a mistura foi extinta com adicdo de
Na SO; soélido e a mistura resultante foi agitada durante 1,5 h a

temperatura ambiente. A mistura reacional foi diluida com DCM (300
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mL) e lavada com agua (2 x 100 mL) seguido de solucdo saturada de
NaHCOs (1 x 50 mL), agua (1 x 30 mL) e finalmente com salmoura (1x
50 mL). A fase organica foi seca sobre Na>SO4 an. e o solvente foi
removido in vacuo. A purificacdo cromatografica em coluna de silica gel
do material em bruto foi originada uma mistura de diastereémeros, que
foram separados por HPLC prepa. Rendimento: - 6 g em bruto

[00458] 517A - Pico 1 (s¢élido branco), 5,13 g (96 %). 'H-NMR
(DMSO, 400 MHz): &= 7,39-7,31 (m, 5H), 5,04 (s, 2H), 4,78-4,73 (m,
1H), 4,48-4,47 (d, 2H), 3,94-3,93 (m, 2H), 2,71 (s, 3H), 1,72-1,67 (m,
4H). LC-MS - [M+H]-266,3, [M+NH4+]-283,5 presente, HPLC-97,86 %.
Estereoquimica confirmada por raios X.

Sintese de 518

[00459] Usando um procedimento analogo aquele descrito para a
sintese do composto 505, o composto 518 (1,2 g, 41 %) foi obtido como
um 6leo incolor. *H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6= 7,35-7,33 (m, 4H), 7,30-
7,27 (m, 1H), 5,37-5,27 (m, 8H), 5,12 (s, 2H), 4,75 (m, 1H), 4,58-4,57 (m,
2H), 2,78-2,74 (m,7H), 2,06-2,00 (m, 8H), 1,96-1,91 (m, 2H), 1,62 (m, 4H),
1,48 (m, 2H), 1,37-1,25 (m la, 36H), 0,87 (m, 6H). HPLC-98,65 %.
Procedimento Geral para a Sintese do Composto 519

[00460] Uma solucéo do composto 518 (1 eq) em hexano (15 mL) foi
adicionada de um modo gota a gota a uma solucdo gelada de LAH em
THF (1 M, 2 eq). Apos adicdo completa, a mistura foi aquecida a 40 °C
ao longo de 0,5 h, depois resfriada novamente em um banho de gelo. A
mistura foi cuidadosamente hidrolisada com Na>SO4 aquoso saturado,
depois filtrada através de celite e reduzida a um 6leo. A cromatografia em
coluna proporcionou o 519 puro (1,3 g, 68 %) que foi obtido como um
6leo incolor. *C NMR & = 130,2, 130,1 (x2), 127,9 (x3), 112,3, 79,3, 64 4,
44,7, 38,3, 35,4, 31,5, 29,9 (x2), 29,7, 29,6 (x2), 29,5 (x3), 29,3 (x2), 27,2
(x3), 25,6, 24,5, 23,3, 2,6, 14,1; Eletropulverizacdo MS (+ve): Peso
molecular para Cs4HgoNO2 (M + H)+ Calc. 654,6, Experimental 654,6.
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[00461] As formulacBes preparadas pelo método padrédo ou isento de
extrusdo podem ser caracterizadas de modos similares. Por exemplo,
as formulagbes s&o tipicamente caracterizadas por inspecao visual.
Devem ser solucdes translicidas esbranquicadas isentas de agregados
ou sedimento. O tamanho das particulas e a distribuicdo do tamanho
das particulas de nanoparticulas de lipideo podem ser medidos por
disperséo de luz usando, por exemplo, um Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern, EUA). As particulas devem ter um tamanho de cerca de 20-
300 nm, tal como 40-100 nm. A distribuicdo do tamanho das particulas
deve ser unimodal. A concentragao total de dsRNA na formulag&o, bem
como a fragdo aprisionada, é estimada usando um ensaio de exclusao
de corante. Uma amostra do dsRNA formulado pode ser incubada com
um corante de ligacdo a RNA, tal como Ribogreen (Molecular Probes),
na presengca ou auséncia de um tensioativo desagregador da
formulacéo, por exemplo, Triton-X100 a 0,5 %. O dsRNA total presente
na formulacéo pode ser determinado pelo sinal da amostra contendo o
tensioativo, em relacdo a uma curva padrdo. A fracdo aprisionada é
determinada por subtracédo do conteudo de dsRNA “livre” (como medido
pelo sinal na auséncia de tensioativo) do conteudo de dsRNA total. A
percentagem de dsRNA aprisionado € tipicamente >85 %. Para
formulacéo de LNP, o tamanho das particulas € pelo menos 30 nm, pelo
menos 40 nm, pelo menos 50 nm, pelo menos 60 nm, pelo menos 70
nm, pelo menos 80 nm, pelo menos 90 nm, pelo menos 100 nm, pelo
menos 110 nm, e pelo menos 120 nm. A gama adequado é tipicamente
cerca de pelo menos 50 nm a cerca de pelo menos 110 nm, cerca de
pelo menos 60 nm a cerca de pelo menos 100 nm, ou cerca de pelo
menos 80 nm a cerca de pelo menos 90 nm.

[00462] Composicdes e formulacdes para administracdo oral incluem
pés ou granulos, microparticulados, nanoparticulados, suspensfées ou

solugcdes em agua ou meios ndo aquosos, capsulas, capsulas de gel,
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saquetas, comprimidos ou minicomprimidos. Podem ser desejaveis
espessantes, agentes aromatizantes, diluentes, emulsificantes, auxiliares
de dispersdo ou aglutinantes. Em algumas modalidades, formulactes
orais sdo aquelas nas quais dsRNAs apresentados na invencédo séo
administrados em conjungdo com um oOu mais surfactantes
intensificadores da penetracdo e queladores. Tensioativos adequados
incluem acidos graxos e/ou seus ésteres ou sais, acidos biliares e/ou seus
sais. Acidos biliares/sais adequados incluem &cido quenodeoxicolico
(CDCA) e acido ursodeoxiquenodeoxicélico (UDCA), acido cdlico, &cido
desidrocalico, acido deoxicélico, acido glucocolico, acido glicocdlico, acido
glicodeoxicdlico, acido taurocolico, acido taurodeoxicolico, tauro-24,25-
diidro-fusidato de sédio e glicodihidrofusidato de sédio. Acidos graxos
adequados incluem acido araquidonico, acido undecanoico, acido oleico,
acido laurico, éacido caprilico, acido céaprico, acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato,
tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerila, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, uma acilcarnitina, uma acilcolina, ou um
monoglicerideo, um diglicerideo ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel (por exemplo, sodio). Em algumas modalidades s&o usadas
combinacBes de intensificadores da penetracdo, por exemplo, acidos
graxos/sais em combinacdo com acidos biliares/sais. Uma combinacao
exemplar é o sal de sodio do acido laurico, acido caprico e UDCA.
Intensificadores da penetracao adicionais incluem éter de polioxietileno-9-
laurila, éter de polioxietileno-20-cetila. DSRNAs apresentados na invencao
podem ser administrados oralmente, em forma granular incluindo
particulas secas pulverizadas, ou complexados para formarem micro ou
nanoparticulas. Agentes de complexacdo de dsRNA incluem
poliaminoacidos; poliiminas; poliacrilatos; polialquilacrilatos, polioxetanos,
polialquilcianoacrilatos; gelatinas cationizadas, albuminas, amidos,

acrilatos, polietilenoglicéis (PEG) e amidos; polialquilcianoacrilatos;
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poliiminas derivatizadas com DEAE, pululanas, celuloses e amidos.
Agentes de complexacdo adequados incluem quitosana, N-
trimetilquitosana, poli-L-lisina, polihistidina, poliornitina, poliesperminas,
protamina, polivinilpiridina,  politiodietilaminometiletieno  P(TDAE),
poliaminoestireno (por exemplo, p-amino), poli(metilcianoacrilato),
poli(etilcianoacrilato),  poli(butilcianoacrilato), poli(isobutilcianoacrilato),
poli(isohexilcianoacrilato), DEAE-metacrilato, DEAE-hexilacrilato, DEAE-
acrilamida, DEAE-albumina e DEAE-dextrana, polimetilacrilato,
polihexilacrilato, poli(acido D,L-lactico), poli(acido DL-lactico-co-glicdlico)
(PLGA), alginato, e polietilenoglicol (PEG). Formulacdes orais para
dsRNAs e sua preparacéo sao descritas em detalhe na Patente dos E.U.A.
6,887,906, Publn dos EUA No. 20030027780, e Patente dos E.U.A. No.
6,747,014, cada uma das quais € incorporada aqui por referéncia.
[00463] Composicdes e formulagdes para administracdo parentérica,
intraparénquima (no interior do cérebro), intratecal, intraventricular ou
intrahepatica podem incluir solugbes aquosas esterilizadas que também
podem conter tampdes, diluentes e outros aditivos adequados, tais
como mas ndo se limitando a intensificadores da penetragao,
compostos carreadores e outros veiculos ou excipientes farmacéutica-
mente aceitaveis.

[00464] As composicdes farmacéuticas da presente invencéo
incluem, mas néao estao limitadas a solugdes, emulsdes, e formulagcdes
contendo lipossomos. Estas composi¢coes podem ser geradas a partir
de uma variedade de componentes que incluem mas nao estao
limitados a liquidos pré-formados, soélidos autoemulsificantes e
semissodlidos autoemulsificantes. S&o particularmente preferidas
formulacfes que tém como alvo o figado ao tratar distarbios hepaticos,
como carcinoma hepatico.

[00465] As formulacdes farmacéuticas da presente invencao, que

podem ser convenientemente apresentadas em forma galénica unitéria,
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podem ser preparadas de acordo com téchicas convencionais bem
conhecidas na industria farmacéutica. Tais técnicas incluem o passo de
colocar em associacdo os ingredientes ativos com o(s) veiculo(s) ou
excipiente(s) farmacéutico(s). Em geral, as formulac¢des séo preparadas
por colocacao em associacdo uniforme e intima dos ingredientes ativos
com veiculos liquidos ou veiculos solidos finamente divididos ou ambos,
e depois, se necesséario, moldagem do produto.

[00466] As composiches da presente invencao podem ser
formuladas em qualquer uma de muitas formas galénicas possiveis, tais
como mas nao se limitando a comprimidos, capsulas, capsulas de gel,
xaropes liquidos, géis moles, supositorios, e enemas. As composicoes
da presente invengao também podem ser formuladas como suspensdes
em meios aquosos, N80 aquosos ou Mistos. As suspensdes aquosas
podem adicionalmente conter substancias que aumentam a viscosidade
da suspenséo, incluindo, por exemplo, carboximetilcelulose sodica,
sorbitol e/ou dextrana. A suspensdo também pode conter
estabilizadores.

C. Formulacbes Adicionais

i. Emulsdes

[00467] As composicbes da presente invencdo podem ser
preparadas e formuladas como emulsdes. Emulsdes s&o tipicamente
sistemas heterogéneos de um liquido disperso em outro na forma de
goticulas com um diametro usualmente excedendo 0,1 um (ver, por
exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI; Idson, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque, N.l., volume 1, p. 199; Rosoff, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.l., Volume 1, p. 245; Block
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em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 2, p. 335; Higuchi
et al., em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., 1985, p. 301). As emulsfes sao frequentemente sistemas
bifasicos compreendendo duas fases liquidas imisciveis intimamente
misturadas e dispersas entre si. Em geral, emulsdes podem ser da
variedade agua-em-6leo (w/0) ou 6leo-em-agua (o/w). Quando uma
fase aquosa é finamente dividida e dispersa como goticulas minimas
em uma fase oleosa volumosa, a composicao resultante é chamada
uma emulsdo agua-em-oleo (w/o). Alternativamente, quando uma fase
oleosa € finamente dividida e dispersa como goticulas minimas em uma
fase aguosa volumosa, a composicdo resultante € chamada uma
emulséo 6leo-em-agua (o/w). As emulsdes podem conter componentes
adicionais adicionalmente as fases dispersas, e o farmaco ativo, que
pode estar presente como uma solucdo em qualquer uma das fase
aquosa, fase oleosa ou o proprio como uma fase separada. Excipientes
farmacéuticos, como emulsificantes, estabilizadores, corantes, e
antioxidantes, também podem estar presentes em emulsdes, consoante
0 necessario. Emulsées farmacéuticas também podem ser emulsbes
multiplas que sdo compreendidas de mais de duas fases, tais como, por
exemplo, no caso de emulsfes 6leo-em-agua-em-6leo (o/w/0) e agua-
em-0leo-em-agua (w/o/w). Tais formulagcdes complexas proporcionam
frequentemente certas vantagens que emulsdes binarias simples ndo
apresentam. Emuls@es multiplas nas quais goticulas de 6leo individuais
de uma emulsado o/w encerram pequenas goticulas de agua constituem
uma emulsdo w/o/w. Do mesmo modo, um sistema de goticulas de 6leo
encerradas em glébulos de agua estabilizados em uma fase oleosa
continua proporciona uma emulséao o/w/o.

[00468] As emulsbes sao caracterizadas por estabilidade

termodinamica pequena ou nula. Frequentemente, a fase dispersa ou
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descontinua da emulsao é bem dispersa na fase externa ou continua e
mantida em esta forma através dos meios de emulsificantes ou da
viscosidade da formulacdo. Qualquer uma das fases da emulsdo pode
ser um semissolido ou um sélido, como no caso de bases e cremes de
unguentos do estilo emulsdo. Outros meios de estabilizar emulsdes
implicam a utilizag&o de emulsificantes que podem ser incorporados em
gualquer uma das fases da emulsdo. Os emulsificantes podem ser
amplamente classificados em quatro categorias: tensioativos sintéticos,
emulsificantes ocorrendo naturalmente, bases de absor¢éo, e solidos
finamente dispersos (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel
HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI; Idson,
em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 199).

[00469] Os tensioativos, também conhecidos como agentes com
superficie ativa, sintéticos tém encontrado ampla aplicabilidade na
formulacéo de emulsdes e foram revistos na literatura (ver, por exemplo,
Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems,
Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott Williams &
Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI; Rieger, em Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc.,
Nova lorque, N.l., volume 1, p. 285; Idson, em Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., Nova
lorque, N.I., 1988, volume 1, p. 199). Os tensioativos sao tipicamente
anfifilicos e compreendem uma porcédo hidrofilica e uma hidrofobica. A
razdo da natureza hidrofilica em relacdo a hidrofobica do tensioativo foi
denominada equilibrio hidréfilo/lipofilo (HLB) e € uma ferramenta valiosa
na categorizacdo e selecdo de tensioativos na preparacdo de
formulacdes. Os tensioativos podem ser classificados em diferentes

classes com base na natureza do grupo hidrofilico: ndo iénico, aniénico,
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catiénico e anfotérico (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel
HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI,
Rieger, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 285).
[00470] Os emulsificantes ocorrendo naturalmente usados em
formulacdes de emulséo incluem lanolina, cera de abelhas, fosfatideos,
lecitina e acacia. As bases de absorcdo possuem propriedades
hidrofilicas tal que possam embeber agua para formar emulsdées w/o
retendo no entanto suas consisténcias semissolidas, tais como lanolina
anidra e petrolato hidrofilico. Solidos finamente divididos tém também
sido usados como bons emulsificantes, especialmente em combinagao
com tensioativos e em preparacfes viscosas. Estes incluem solidos
inorganicos polares, tais como hidroxidos de metais pesados, argilas
nao expansiveis tais como bentonita, atapulgita, hectorita, caulim,
montmorilonita, silicato de aluminio coloidal e silicato de aluminio e
magneésio coloidal, pigmentos e sélidos ndo polares tais como carbono
ou triestearato de glicerila.

[00471] Uma grande variedade de materiais ndo emulsificantes esta
também incluida em formulacbes de emulsdo e contribui para as
propriedades de emulsdes. Estes incluem gorduras, Oleos, ceras,
acidos graxos, alcoois graxos, ésteres graxos, umectantes, coloides
hidrofilicos, conservantes e antioxidantes (Block, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque, N.I.,, volume 1, p. 335; Idson, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p.199).

[00472] Coloides hidrofilicos ou hidrocoloides incluem gomas
ocorrendo naturalmente e polimeros sintéticos tais como

polissacarideos (por exemplo, acacia, agar, acido alginico,
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carragenano, goma de guar, goma Karaya, e tragacanto), derivados de
celulose (por exemplo, carboximetilcelulose e carboxipropilcelulose), e
polimeros sintéticos (por exemplo, carbédmeros, éteres de celulose, e
polimeros de carboxivinila). Estes se dispersam ou dilatam em agua par
formar solugdes coloidais que estabilizam emulsdes por formacéo de
filmes interfaciais fortes em redor das goticulas da fase dispersa e por
aumento da viscosidade da fase externa.

[00473] Uma vez que emulsdes contém muitas vezes alguns
ingredientes, tais como carboidratos, proteinas, esterdis e fosfatideos,
gue podem facilmente suportar o crescimento de micrébios, é frequente
estas formulacbes incorporarem conservantes. Conservantes
comummente usados incluidos em formulacbes de emulsdo incluem
parabeno de metila, parabeno de propila, sais de amdnio quaternario,
cloreto de benzalcbnio, ésteres do acido p-hidroxibenzoico, e acido
bérico. Antioxidantes sdo também comummente adicionados a
formulacbes de emulséo para prevenir deterioracdo da formulacéo. Os
antioxidantes usados podem ser agentes de remocéao de radicais livres,
tais como tocoferdis, galatos de alquila, hidroxianisol butilado,
hidroxitolueno butilado, ou agentes redutores, tais como acido ascorbico
e metabissulfito de sédio, e agentes sinérgicos antioxidantes, como
acido citrico, acido tartarico, e lecitina.

[00474] A aplicacdo de formulacbes de emulsdo através de rotas
dermatologicas, orais e parenterais e métodos para sua preparacao
foram revistos na literatura (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e
Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI;
Idson, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker
(Edits.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 199).
Formulacdes de emulsdo para distribuicdo oral tém sido muito

amplamente usadas devido a facilidade de formulacdo, bem como
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eficacia do ponto de vista da absorcéo e biodisponibilidade (ver, por
exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI; Rosoff, em Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque, N.l., volume 1, p. 245; Idson, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 199).
Laxantes a base de Oleos minerais, vitaminas solUveis em o6leo e
preparacdes nutritivas com elevado conteudo de gordura estéo entre 0s
materiais que tém sido comummente administrados oralmente como
emulsdes o/w.

li. Microemulsdes

[00475] Em uma modalidade da presente invencéo, as composicoes
de RNAis e acidos nucleicos séo formuladas como microemulsdes. Uma
microemulsdo pode ser definida como um sistema de agua, 6leo e
anfifilico que € uma solucédo liquida Unica opticamente isotropica e
termodinamicamente estavel (ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e
Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI;
Rosoff, em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 245).
Tipicamente, as microemulsdes s&o sistemas que sdo preparados
primeiramente por dispersdo de um 6leo em uma solucdo aquosa de
tensioativo e depois adicdo de uma quantidade suficiente de um quarto
componente, geralmente um alcool com comprimento intermédio da
cadeia, para formar um sistema transparente. Portanto, as
microemulsdes tém sido também descritas como dispersdes
termodinamicamente estaveis, isotropicamente limpidas de dois

liquidos imisciveis que sdo estabilizadas por filmes interfaciais de
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moléculas com superficie ativa (Leung e Shah, em: Controlled Release
of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH
Publishers, Nova lorque, paginas 185-215). As microemulsdes séo
comummente preparadas através de uma combinacao de trés a cinco
componentes que incluem 6leo, agua, tensioativo, cotensioativo e
eletrolito. Se a microemulséo € do tipo agua-em-oleo (w/o) ou 6leo-em-
agua (o/w) estd dependente das propriedades do 6leo e tensioativo
usados e da estrutura e empacotamento geométrico das cabecas
polares e caudas de hidrocarbonetos das moléculas de tensioativo
(Schott, em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 1985, p. 271).

[00476] A abordagem fenomenoldgica utilizando diagramas de fase
tem sido extensamente estudada e originou um conhecimento
abrangente, para um perito na técnica, de como formular microemulsfes
(ver, por exemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., e Ansel HC., 2004,
Lippincott Williams & Wilkins (82 ed.), Nova lorque, NI; Rosoff, em
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 245; Block,
em Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger e Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, N.I., volume 1, p. 335). Em
comparacdo com emulsdes convencionais, as microemulsdes oferecem
a vantagem de solubilizacdo de farmacos insolGveis em agua em uma
formulacdo de goticulas termodinamicamente estaveis que se formam
espontaneamente.

[00477] Os tensioativos usados na preparacao de microemulsoes
incluem, mas nao estdo limitados a, tensioativos ibnicos, tensioativos
nao idnicos, Brij 96, éteres de oleila e polioxietileno, ésteres de acidos
graxos e poliglicerol, monolaurato de tetraglicerol (ML310), monooleato

de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (P0O310),
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pentaoleato de hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol
(MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750), sequioleato de
decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), sozinhos
ou em combinag&o com cotensioativos. O cotensioativo, usualmente um
alcool de cadeia curta tal como etanol, 1-propanol, e 1-butanol, serve
para aumentar a fluidez interfacial por penetracéo no filme de tensioativo
e consequentemente criacdo de um filme desordenado devido ao
espaco vazio gerado entre moléculas de tensioativo. No entanto,
microemulsdes podem ser preparadas sem a utilizacdo de
cossurfactantes, e sistemas de microemulsdo autoemulsificantes
desprovidos de alcool sédo conhecidos na area. A fase aquosa pode
tipicamente ser, mas nao esta limitada a 4gua, uma solucéo aquosa do
farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceréis, propileno glicais, e
derivados de etileno glicol. A fase oleosa pode incluir, mas ndo esta
limitada a materiais como Captex 300, Captex 355, Capmul MCM,
esteres de acidos graxos, mono, di, e triglicerideos de cadeia média
(C8-C12), ésteres de acidos graxos e glicerila polietoxilados, alcoois
graxos, glicerideos poliglicolizados, C8-C10 glicerideos saturados
poliglicolizados, 6leos vegetais e 6leo de silicone.

[00478] As microemulsdes sao particularmente de interesse do ponto
de vista da solubilizacdo de farmacos e da absorcéo intensificada de
farmacos. Microemulsdes a base de lipideos (o/w e w/o) tém sido
propostas para intensificar a biodisponibilidade oral de farmacos,
incluindo peptideos (ver, por exemplo, Patentes dos E.U.A. Nos.
6,191,105; 7,063,860; 7,070,802;: 7,157,099; Constantinides et al.,
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390:; Ritschel, Meth. Find.
Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). As microemulsfes proporcionam
vantagens de solubilizacdo melhorada de farmacos, protecdo de
farmacos da hidrélise enziméatica, possivel intensificacdo da absorcao

de farmacos devido a altera¢des, induzidas por tensioativos, da fluidez
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e permeabilidade membranares, facilidade de preparacgéao, facilidade de
administracdo oral em relacdo a formas de dosagem sdlidas, poténcia
clinica melhorada, e toxicidade diminuida (ver, por exemplo, Patentes
dos E.U.A. Nos. 6,191,105; 7,063,860; 7,070,802; 7,157,099;
Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et
al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Muitas vezes, microemulsdes
podem se formar espontaneamente quando seus componentes sdo
reunidos a temperatura ambiente. Isto pode ser particularmente
vantajoso na formulacdo de farmacos termicamente instaveis,
peptideos ou RNAis. As microemulsfes tém sido também eficazes na
distribuicdo transdérmica de componentes ativos em aplicacdes
cosméticas e farmacéuticas. E esperado que as composi¢cdes e
formulacbes de microemulsdo da presente invencdo facilitardo a
absorcao sistémica aumentada de RNAIs e acidos nucleicos a partir do
trato gastrointestinal, bem como melhorem a captacéo celular local de
RNAIs e acidos nucleicos.

[00479] Microemulsdes da presente invencao também podem conter
componentes e aditivos suplementares, como monoestearato de
sorbitana (Grill 3), Labrasol, e intensificadores da penetracdo para
melhorar as propriedades da formulac&o e intensificar a absorcdo dos
RNAIs e acidos nucleicos da presente invengao. Os intensificadores da
penetracdo usados nas microemulsdes da presente invencdo podem
ser classificados como pertencendo a uma de cinco amplas categorias
- tensioativos, acidos graxos, sais biliares, agentes quelantes, e nao
tensioativos nao quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). Cada uma destas classes foi
discutida acima.

iii. Microparticulas

[00480] Um agente de RNAIi da invencao pode ser incorporado em

uma particula, por exemplo, uma microparticula. Microparticulas podem
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ser produzidas mediante secagem por pulverizacdo, mas também
podem ser produzidas por outros métodos, incluindo liofilizacéo,
evaporacao, secagem em leito fluidizado, secagem por vacuo, ou uma
combinacdo dessas técnicas.

Iv. Intensificadores da Penetracao

[00481] Em uma modalidade, a presente invencdo emprega varios
intensificadores da penetracdo para efetuar a distribuicdo eficaz de
acidos nucleicos, particularmente RNAIs, a pele de animais. A maioria
dos farmacos esta presente em solucdo em ambas as formas ionizada
e nao ionizada. No entanto, usualmente apenas farmacos sollveis em
lipideos ou lipofilicos atravessam prontamente membranas celulares.
Foi descoberto que mesmo farmacos nao lipofilicos conseguem
atravessar membranas celulares se a membrana a ser atravessada for
tratada com um intensificador da penetracdo. Adicionalmente a
auxiliarem a difusdo de farmacos néo lipofilicos através de membranas
celulares, os intensificadores da penetracdo intensificam também a
permeabilidade de farmacos lipofilicos.

[00482] Os intensificadores da penetracdo podem ser classificados
como pertencendo a uma de cinco amplas categorias, i.e., tensioativos,
acidos graxos, sais biliares, agentes gquelantes, e ndo tensioativos nao
guelantes (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants and polymers in
drug delivery, Informa Health Care, Nova lorque, NI, 2002; Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92). Cada
uma das classes acima mencionadas de intensificadores da penetracéo
€ descrita em baixo em mais detalhe.

[00483] Surfactantes (ou "agentes com atividade de superficie") sé@o
entidades quimicas que, quando dissolvidas em uma solu¢do aquosa,
reduzem a tensédo superficial da solugao ou a tensao interfacial entre a
solucéo aquosa e outro liquido, com o resultado de a absor¢céo de RNAis

através da mucosa ser intensificada. Adicionalmente a sais biliares e
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acidos graxos, estes intensificadores da penetracdo incluem, por
exemplo, lauril sulfato de sddio, éter de polioxietileno-9-laurila e éter de
polioxietileno-20-cetila (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants and
polymers in drug delivery, Informa Health Care, Nova lorque, NI, 2002;
Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
p. 92); e emulsBes perfluoroquimicas, tais como FC-43. Takahashi et
al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

[00484] Varios acidos graxos e seus derivados que atuam como
intensificadores da penetracdo incluem, por exemplo, acido oleico,
acido laurico, acido caprico (acido n-decanoico), acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato,
tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, &acido
caprilico, acido araquidonico, 1-monocaprato de glicerol, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, seus ésteres de
alquila C1-20 (por exemplo, metila, isopropila e t-butila), e seus mono- e
di-glicerideos (i.e., oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato,
estearato, linoleato, etc.) (ver, por exemplo, Touitou, E., et al.
Enhancement in Drug Delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et
al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 92;
Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990,
7, 1-33; El Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).
[00485] O papel fisiologico da bilis inclui a facilitagdo da dispersao e
absorcao de lipideos e vitaminas soluveis em gordura (ver, por exemplo,
Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health
Care, Nova lorque, NI, 2002; Brunton, Capitulo 38 em: Goodman &
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 Ed., Hardman et
al. Eds., McGraw-Hill, Nova lorque, 1996, pp. 934-935). Varios sais biliares
naturais, e seus derivados sintéticos, atuam como intensificadores da
penetragcdo. Assim, o termo "sais biliares" inclui qualquer um dos

componentes ocorrendo naturalmente da bilis bem como qualquer um de
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seus derivados sintéticos. Sais biliares adequados incluem, por exemplo,
acido cdlico (ou seu sal de sédio farmaceuticamente aceitavel, colato de
s6dio), acido desidrocélico (desidrocolato de sédio), acido desoxicélico
(desoxicolato de sddio), acido glucocdlico (glucocolato de sd6dio), acido
glicocdlico (glicocolato de sodio), acido glicodesoxicolico (glicodeso-
xicolato de sddio), acido taurocdlico (taurocolato de sédio), cido taurode-
soxicolico (taurodesoxicolato de sddio), acido quenodesoxicdlico (queno-
desoxicolato de sédio), &cido ursodesoxicolico (UDCA), tauro-24,25-diidro-
fusidato de sdodio (STDHF), glicodiidrofusidato de sédio e éter de
polioxietileno-9-laurila (POE) (ver, por exemplo, Malmsten, M. Surfactants
and polymers in drug delivery, Informa Health Care, Nova lorque, NI, 2002;
Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.
92; Swinyard, Capitulo 39 Em: Remington's Pharmaceutical Sciences, 182
Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, paginas 782-
783; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25;
Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583).

[00486] Agentes quelantes, como usado em conexao com a presente
invencdo, podem ser definidos como compostos que removem ions
metalicos da solucdo por formacdo de complexos com eles, com o
resultado de a absorcdo de RNAIs através da mucosa ser intensificada.
No que respeito ao seu uso como intensificadores da penetracao na
presente invencao, os agentes quelantes tém a vantagem adicional de
também servirem como inibidores de DNase, pois a maioria das DNA
nucleases caracterizadas requer um ion metalico divalente para catalise
e é assim inibida por agentes quelantes (Jarrett, J. Chromatogr., 1993,
618, 315-339). Agentes quelantes adequados incluem mas nao estao
limitados a etilenodiaminotetraacetato dissédico (EDTA), &cido citrico,
salicilatos (por exemplo, salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato e

homovanilato), derivados de N-acila de colagénio, derivados de lauret-
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9 e N-amino acila de beta-dicetonas (enaminas) (ver, por exemplo,
Katdare, A. et al.,, Excipient development for pharmaceutical,
biotechnology, and drug delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee
et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991,
pagina 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 1990, 14, 43-51).
[00487] Como usado aqui, compostos intensificadores da penetragcao
nao tensioativos ndo quelantes podem ser definidos como compostos
gue demonstram atividade insignificante como agentes quelantes ou
como tensioativos mas que ainda assim intensificam a absorcédo de
RNAIis através da mucosa alimentar (ver, por exemplo, Muranishi,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33).
Esta classe de intensificadores da penetracdo inclui, por exemplo,
ureias ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquil- e 1-alquenilazaciclo-
alcanona (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, pagina 92); e agentes anti-inflamatorios ndo esteroides
tais como diclofenac sodio, indometacina e fenilbutazona (Yamashita et
al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

[00488] Agentes que aumentam a captacdo de RNAIs ao nivel celular
também podem ser adicionados a composi¢cdo farmacéutica e outras
composicles da presente invencao. Por exemplo se sabe também que
lipideos catidnicos, tais como lipofectina (Junichi et al., Patente dos
E.U.A. No. 5,705,188), derivados catidnicos de glicerol, e moléculas
policatibnicas, tais como polilisina (Lollo et al., Pedido PCT WO
97/30731), intensificam a captacdo celular de dsRNAs. Exemplos de
reagentes de transfeccdo comercialmente disponiveis incluem, por
exemplo, Lipofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine
2000™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), 293fectin™ (Invitrogen; Carlsbad,
CA), Cellfectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), DMRIE-C™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA), FreeStile™ MAX (Invitrogen; Carlsbad, CA),
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Lipofectamine™ 2000 CD (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine™
(Invitrogen; Carlsbad, CA), RNAIMAX (Invitrogen; Carlsbad, CA),
Oligofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Optifect™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA), Reagente de Transfeccdo X-tremeGENE Q2 (Roche;
Grenzacherstrasse, Suica), Reagente de Transfeccdo Lipossémica
DOTAP (Grenzacherstrasse, Suica), Reagente de Transfec¢ao
Lipossdmica DOSPER (Grenzacherstrasse, Suica), ou Fugene
(Grenzacherstrasse, Suica), Reagente Transfectam® (Promega,
Madison, WI), Reagente de Transfec¢cdo TransFast™ (Promega;
Madison, WI), Reagente Tfx™-20 (Promega; Madison, WI), Reagente
Tfx™-50 (Promega; Madison, WI), DreamFect™ (OZ Biosciences;
Marselha, Franga), EcoTransfect (OZ Biosciences; Marselha, Franca),
Reagente de Transfeccdo TransPass? D1 (New England Biolabs;
Ipswich, MA, EUA), LyoVec™/LipoGen™ (Invitrogen; San Diego, CA,
EUA), Reagente de Transfeccdo PerFectina (Genlantis; San Diego, CA,
EUA), Reagente de Transfeccdo NeuroPORTER (Genlantis; San Diego,
CA, EUA), reagente de Transfeccdo GenePORTER (Genlantis; San
Diego, CA, EUA), reagente de Transfeccdo GenePORTER 2 (Genlantis;
San Diego, CA, EUA), Reagente de Transfeccéo Cytofectina (Genlantis;
San Diego, CA, EUA), Reagente de Transfeccdo BaculoPORTER
(Genlantis; San Diego, CA, EUA), Reagente de transfeccao
TroganPORTER™ (Genlantis; San Diego, CA, EUA), RiboFect (Bioline;
Taunton, MA, EUA), PlasFect (Bioline; Taunton, MA, EUA), UniFECTOR
(B-Bridge International; Mountain View, CA, EUA), SureFECTOR (B-
Bridge International; Mountain View, CA, EUA), ou HiFect™ (B-Bridge
International, Mountain View, CA, EUA), entre outros.

[00489] Podem ser utilizados outros agentes para intensificar a
penetracdo dos acidos nucleicos administrados, incluindo glicéis, como
etileno glicol e propileno glicol, pirréis, como 2-pirrol, azonas, e terpenos,

como limoneno e mentona.
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v. Carreadores

[00490] Certas composicbes da presente invengao incorporam
também compostos carreadores na formulacdo. Como usado aqui,
"composto carreador" ou “"carreador" pode se referir a um &acido
nucleico, ou seu analogo, que é inerte (i.e., ndo possui atividade
biol6gica per se) mas que é reconhecido como um &cido nucleico por
processos in vivo que reduzem a biodisponibilidade de um &cido
nucleico tendo atividade biolégica por, por exemplo, degradacdo do
acido nucleico biologicamente ativo ou promocao da sua remocao da
circulacdo. A coadministragdo de um acido nucleico e um composto
carreador, tipicamente com um excesso da ultima substancia, pode
resultar em uma reducao substancial da quantidade de acido nucleico
recuperada no figado, rim ou outros reservatorios extracirculatorios,
presumivelmente devido a competicdo entre 0 composto carreador e 0
acido nucleico para um receptor comum. Por exemplo, a recuperacéo
de um dsRNA parcialmente de fosforotioato em tecido hepatico pode
ser reduzida quando é coadministrado com acido poliinosinico, sulfato
de dextrana, acido policitidico ou acido 4-acetamido-4'-isotiociano-
estilbeno-2,2'-dissulfénico (Miyao et al., DSRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-
121; Takakura et al., DSRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183).
vi. Excipientes

[00491] Em contraste com um composto carreador, um “veiculo
farmacéutico” ou “excipiente” € um solvente, agente de suspenséao
farmaceuticamente aceitavel ou qualquer outro veiculo farmacologi-
camente inerte para distribuicdo de um ou mais acidos nucleicos a um
animal. O excipiente pode ser liquido ou solido e € selecionado, tendo em
mente 0 modo de administracdo planejado, de modo a proporcionar 0
volume, consisténcia, etc., desejados quando combinado com um &cido
nucleico e os outros componentes de uma dada composi¢ao farmacéutica.

Veiculos farmacéuticos tipicos incluem, mas nado estdo limitados a,
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agentes de ligacdo (por exemplo, amido de milho pré-gelatinizado,
polivinilpirrolidona ou metilcelulose de hidroxipropila, etc.); enchimentos
(por exemplo, lactose e outros acucares, celulose microcristalina, pectina,
gelatina, sulfato de calcio, celulose de etila, poliacrilatos ou hidrogeno-
fosfato de calcio, etc.); lubrificantes (por exemplo, estearato de magnésio,
talco, silica, diéxido de silicio coloidal, &cido estearico, estearatos
metalicos, 6leos vegetais hidrogenados, amido de milho, polietileno glicais,
benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.); desintegrantes (por exemplo,
amido, glicolato de amido sédico, etc.); e agentes molhantes (por exemplo,
lauril sulfato de sédio, etc.).

[00492] Excipientes organicos ou inorganicos farmaceuticamente
aceitaveis adequados para administracdo ndo parenteral que nao
reagem prejudicialmente com acidos nucleicos podem ser também
usados para formular as composicoes da presente invencdo. Veiculos
farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem, mas nao estdo
limitados a, agua, solugdes salinas, alcoois, polietileno glicois, gelatina,
lactose, amilose, estearato de magneésio, talco, acido silicico, parafina
viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e similares.

[00493] Formulacbes para administracédo topica de acidos nucleicos
podem incluir solucbes aquosas esterilizadas ou nao esterilizadas,
solugcBes ndo aquosas em solventes comuns, como alcoois, ou solucdes
dos acidos nucleicos em bases oleosas liquidas ou solidas. As solugdes
também podem conter tampdes, diluentes e outros aditivos adequados.
Podem ser usados excipientes organicos ou inorganicos farmaceuti-
camente aceitaveis adequados para administracdo ndo parenteral que
nao reagem prejudicialmente com acidos nucleicos.

[00494]  Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem
mas, ndo estdo limitados a, agua, solucdes salinas, alcool, polietileno gli-
cais, gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco, acido silicio-

co, parafina viscosa, hidroximetilcelulose, polivinilpirrolidona e similares.
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vii. Outros Componentes

[00495] As composicbes da presente invengcdo podem adicional-
mente conter outros componentes adjuntos convencionalmente
presentes em composi¢des farmacéuticas, a seus niveis de utilizacao
estabelecidos na area. Assim, por exemplo, as composi¢cdes podem
conter materiais adicionais, compativeis e farmaceuticamente ativos,
tais como, por exemplo, antipruriticos, adstringentes, anestésicos locais
ou agentes anti-inflamatorios, ou podem conter materiais adicionais
Uteis na formulacao fisica de varias formas galénicas das composicoes
da presente invencdo, como corantes, agentes aromatizantes,
conservantes, antioxidantes, opacificantes, agentes espessantes e
estabilizadores. No entanto, tais materiais, quando adicionados, nao
devem interferir indevidamente com as atividades biologicas dos
componentes das composices da presente invencéo. As formulacdes
podem ser esterilizadas e, se desejado, misturadas com agentes
auxiliares, por exemplo, lubrificantes, conservantes, estabilizantes,
agentes molhantes, emulsificantes, sais para influéncia da presséo
osmotica, tampdes, substancias corantes, aromatizantes e/ou
aromaticas e similares que nado interajam prejudicialmente com o(s)
acido(s) nucleico(s) da formulacao.

[00496] Suspensbes aquosas podem conter substancias que
aumentam a viscosidade da suspensao, incluindo, por exemplo,
carboximetilcelulose soédica, sorbitol e/ou dextrana. A suspensao
também pode conter estabilizadores.

[00497] Em algumas modalidades, as composicGes farmacéuticas
apresentadas na invencgao incluem (a) um ou mais compostos de RNAI
e (b) um ou mais agentes que funcionam por um mecanismo nao de
RNAI e que sdo uteis no tratamento de um distarbio de sangramento.
Exemplos de tais agentes incluem mas nao estéo limitados a um agente

anti-inflamatorio, agente antiesteatose, agente antiviral, e/ou antifibrose.
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Adicionalmente, outras substancias comummente usadas para proteger
o figado, tais como silimarina, podem ser também usadas em conjunto
com os RNAiIs descritos aqui. Outros agentes Uteis para tratamento de
doencas do figado incluem telbivudina, entecavir, e inibidores de
proteases tais como telaprevir, e outros divulgados, por exemplo, em
Tung et al., Publicacbes de Pedidos dos E.U.A. Nos. 2005/0148548,
2004/0167116, e 2003/0144217; e em Hale et al., Publicacéo de Pedido
dos E.U.A. No. 2004/0127488.

[00498] Atoxicidade e eficacia terapéutica de tais compostos podem
ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrao em culturas
de células ou animais experimentais, por exemplo, para determinacao
da LD50 (a dose letal para 50 % da populacéo) e da ED50 (a dose
terapeuticamente eficaz em 50 % da populacéo). A razéo de doses entre
efeitos tOxicos e terapéuticos € o indice terapéutico e pode ser expressa
como a razao LD50/ED50. Séo preferidos compostos que exibem altos
indices terapéuticos.

[00499] Os dados obtidos de ensaios de cultura celular e estudos
animais podem ser usados na formulacdo de uma gama de dosagens
para uso em humanos. A dosagem de composicdes apresentadas aqui
na invencao esta geralmente dentro de uma gama de concentracdes em
circulacdo que incluem a ED50 com pouca ou nenhuma toxicidade. A
dosagem pode variar dentro desta gama, dependendo da forma de
dosagem empregue e da via de administracao utilizada. Para qualquer
composto usado nos métodos apresentados na invencdo, a dose
terapeuticamente eficaz pode ser inicialmente estimada a partir de
ensaios de cultura de células. Uma dose pode ser formulada em
modelos animais para se alcancar uma gama de concentracdes no
plasma em circulacdo do composto ou, quando apropriado, do produto
de polipeptideo de uma sequéncia alvo (por exemplo, alcance de uma

concentracdo diminuida do polipeptideo) que inclui a ICso (i.e., a
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concentragdo do composto de teste que alcanca uma inibicdo
semimaxima de sintomas) como determinado em cultura de células. Tal
informacgado pode ser usada para determinar mais precisamente doses
Uteis em humanos. Niveis no plasma podem ser mensurados, por
exemplo, mediante cromatografia liquida de alto desempenho.

[00500] Adicionalmente a sua administracdo, como discutido acima,
0os RNAIis apresentados na invencdo podem ser administrados em
combinagdo com outros agentes conhecidos eficazes no tratamento de
processos patologicos mediados por expressdo de PCSK9. Em
gualquer caso, o médico administrador pode ajustar a quantidade e
calendarizagdo da administragcdo de RNAiI com base em resultados
observados usando medicOes de eficacia padrédo conhecidas na técnica
ou descritas aqui.

IV. Métodos para Inibicdo da Expressao de PCSK9

[00501] A presente invencdo proporciona métodos de inibicdo da
expressdo de uma Pro-proteina Convertase Subtilisina Quexina 9
(PCSK9) em uma célula. Os métodos incluem contato de uma célula
com um agente de RNAI, por exemplo, um agente de RNAI de fita dupla,
em uma quantidade eficaz para inibir a expressdo da PCSK9 na célula,
inibindo deste modo a expressao da PCSK9 na célula.

[00502] O contato de uma célula com um agente de RNAI de fita
dupla pode ser feito in vitro ou in vivo. O contato de uma célula in vivo
com o agente de RNAI inclui contato de uma célula ou grupo de células
dentro de um individuo, por exemplo, um individuo humano, com o
agente de RNAI. Combinacdes de métodos de contato in vitro e in vivo
sdo também possiveis. O contato pode ser direto ou indireto, como
discutido acima. Além do mais, o contato de uma célula pode ser
alcancado através de um ligante de direcionamento, incluindo qualquer
ligante descrito aqui ou conhecido na técnica. Em modalidades, o ligante

de direcionamento é uma fracdo carboidrato, por exemplo, um ligante
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de GalNAc, ou qualquer outro ligante que dirige o agente de RNAi a um
local de interesse, por exemplo, o figado de um individuo.

[00503] O termo ‘“inibicdo", como wusado aqui, €é usado
indistintamente com "reducéo”, "silenciamento”, "infrarregulacéo” e
outros termos similares, e inclui qualquer nivel de inibicéo.

[00504]  Afrase "inibicdo da expressédo de uma PCSK9" se destina a se
referir a inibicdo da expressao de qualquer gene de PCSK9 (tal como, por
exemplo, um gene de PCSK9 de camundongo, um gene de PCSK9 de
rato, um gene de PCSK9 de macaco, ou um gene de PCSK9 de humano)
bem como variantes ou mutantes de um gene de PCSK9. Assim, o0 gene
de PCSK9 pode ser um gene de PCSK9 de tipo selvagem, um gene de
PCSK9 mutante, ou um gene de PCSK9 transgénico no contexto de uma
célula, grupo de células, ou organismo geneticamente manipulado.
[00505]  “Inibicdo da expressao de um gene de PCSK9" inclui qualquer
nivel de inibicdo de um gene de PCSK9, por exemplo, supressédo pelo
menos parcial da expressao de um gene de PCSK9. A expressao do gene
de PCSK9 pode ser avaliada com base no nivel, ou ha mudanca no nivel,
de qualquer variavel associada a expressdo do gene de PCSK9, por
exemplo, nivel de RNAmM de PCSKO, nivel de proteina PCSK9, ou niveis
de lipideos. Este nivel pode ser avaliado em uma célula individual ou em
um grupo de células, incluindo, por exemplo, uma amostra derivada de um
individuo.

[00506] A inibicdo pode ser avaliada por uma diminuicdo em um nivel
absoluto ou relativo de uma ou mais variaveis que estdo associadas a
expressdo de PCSK9 em comparagcdo com um nivel de controle. O nivel
de controle pode ser qualquer tipo de nivel de controle que seja utilizado
na técnica, por exemplo, um nivel de linha de base pré-dose, ou um nivel
determinado a partir de um individuo, célula, ou amostra similar que nédo €
tratado ou tratado com um controle (tal como, por exemplo, controle s6

com tampao ou controle com agente inativo).
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[00507] Em algumas modalidades dos métodos da invencdo, a
expressao de um gene de PCSK9 é inibida por pelo menos cerca de 5
%, pelo menos cerca de 10 %, pelo menos cerca de 15 %, pelo menos
cerca de 20 %, pelo menos cerca de 25 %, pelo menos cerca de 30 %,
pelo menos cerca de 35 %, pelo menos cerca de 40 %, pelo menos
cerca de 45 %, pelo menos cerca de 50 %, pelo menos cerca de 55 %,
pelo menos cerca de 60 %, pelo menos cerca de 65 %, pelo menos
cerca de 70 %, pelo menos cerca de 75 %, pelo menos cerca de 80 %,
pelo menos cerca de 85 %, pelo menos cerca de 90 %, pelo menos
cerca de 91 %, pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 93 %,
pelo menos cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo menos
cerca de 96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %,
ou pelo menos cerca de 99 %.

[00508] A inibicdo da expressdo de um gene de PCSK9 pode ser
manifestada por uma reducédo da quantidade de RNAmM expressa por
uma primeira célula ou grupo de células (tais células podem estar
presentes, por exemplo, em uma amostra derivada de um individuo) no
gual um gene de PCSK9 é transcrito e que foi ou foram tratado(s) (por
exemplo, por contato da célula ou células com um agente de RNAIi da
invencdo, ou por administragcdo de um agente de RNAI da invencédo a
um individuo no qual as células estdo ou estiveram presentes) tal que a
expressdo de um gene de PCSK9 seja inibida, em comparacao com
uma segunda célula ou grupo de células substancialmente idéntico a
primeira célula ou grupo de células mas que ndo foi ou foram assim
tratado(s) (célula(s) de controle). Em modalidades, a inibicdo é avaliada
por expressdo do nivel de RNAmM em células tratadas como uma
percentagem do nivel de RNAmM em células de controle, usando a
seguinte formula:

(mEMA em células de controle ) — (mENA em célnlas tratadas)
® 100 %

(mENA em células de controle)
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[00509] Alternativamente, a inibicdo da expressdo de um gene de
PCSK9 pode ser avaliada em termos de uma reducdo de um parametro
gue esta funcionalmente ligado a expressao do gene de PCSK9, por
exemplo, expressdo da proteina PCSK9, tal como niveis de lipideos,
niveis de colesterol, por exemplo, niveis de LDLc. O silenciamento do
gene de PCSK9 pode ser determinado em qualquer célula expressando
PCSK9, ou constitutivamente ou por manipulagcdo gendomica, e por
gualquer ensaio conhecido na técnica. O figado é o maior local da
expressédo de PCSK9. Outros locais de expresséo significativos incluem
0 pancreas, rim, e intestinos.

[00510] A inibicdo da expressao de uma proteina PCSK9 pode ser
manifestada por uma reducdo no nivel da proteina PCSK9 que é
expressa por uma célula ou grupo de células (por exemplo, no nivel de
proteina expressa em uma amostra derivada de um individuo). Como
explicado acima para a avaliagcdo da supressdo de RNAm, a inibicdo
dos niveis de expresséao de proteina em uma célula ou grupo de células
nao tratado pode ser similarmente expressa como uma percentagem do
nivel de proteina em uma célula ou grupo de células de controle.
[00511] Uma célula ou grupo de células de controle que pode ser
usado para avaliar a inibicdo da expressao de um gene de PCSK9 inclui
uma célula ou grupo de células que nao foi ainda contatado com um
agente de RNAI da invencéo. Por exemplo, a célula ou grupo de células
de controle pode ser derivado de um individuo individual (por exemplo,
um individuo humano ou animal) antes do tratamento do individuo com
um agente de RNAI.

[00512] O nivel de RNAmM de PCSK9 que é expresso por uma célula
ou grupo de células pode ser determinado usando qualquer método
conhecido na técnica para avaliacdo da expressdo de RNAmM. Em uma
modalidade, o nivel de expressdo de PCSK9 em uma amostra é

determinado por deteccdo de um polinucleotideo transcrito, ou sua

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 156/294



151/277

porcdo, RNAmM do gene de PCSK9. O RNA pode ser extraido de células
usando técnicas de extracdo de RNA incluindo, por exemplo, uso de
extracdo com fenol &cido/isotiocianato de guanidina (RNAzol B;
Biogenesis), kits de preparacdo de RNA RNeasy (Qiagen) ou PAXgene
(PreAnalytix, Suica). Formatos de ensaio tipicos utilizando hibridacao
de &cido ribonucleico incluem ensaios de operacao nucleares, RT-PCR,
ensaios de prote¢cdo RNase (Melton et al., Nuc. Acids Res. 12:7035),
transferéncia de Northern, hibridacéo in situ, e anélise por microrrede.
[00513] Em uma modalidade, o nivel de expressdo de PCSK9 é
determinado usando uma sonda de acido nucleico. O termo "sonda", como
usado aqui, se refere a qualquer molécula que é capaz de se ligar
seletivamente a uma PCSK9 especifica. As sondas podem ser
sintetizadas por um com pericia na técnica, ou derivadas de preparacoes
biolégicas apropriadas. As sondas podem ser especificamente
desenhadas para serem marcadas. Exemplos de moléculas que podem
ser utilizadas como sondas incluem, mas nédo estdo limitados a, RNA,
DNA, proteinas, anticorpos, e moléculas organicas.

[00514] RNAm isolado pode ser usado em ensaios de hibridacéo ou
amplificacdo que incluem, mas ndo estdo limitados a, analises de
Southern ou Northern, analises por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e redes de sonda. Um método para a determinacao de niveis de
RNAmM envolve contato do RNAm isolado com uma molécula de 4cido
nucleico (sonda) que pode hibridar com RNAm de PCSK9. Em uma
modalidade, o RNAm é imobilizado em uma superficie soélida e
contatado com uma sonda, por exemplo por uso do RNAm isolado em
um gel de agarose e transferéncia do RNAm do gel para uma
membrana, tal como nitrocelulose. Em uma modalidade, a(s) sonda(s)
sao imobilizadas em uma superficie sélida e 0o RNAm é contatado com
a(s) sonda(s), por exemplo, em uma rede de chip de genes Affymetrix.

Um especialista perito consegue prontamente adaptar métodos de
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deteccdo de RNAmM conhecidos para uso na determinacdo do nivel de
RNAmM de PCSKO.

[00515] Um método alternativo para determinacdo do nivel de
expressdo de PCSK9 em uma amostra envolve o processo de
amplificacdo de acido nucleico e/ou transcriptase reversa (para preparar
cDNA) de por exemplo RNAmM na amostra, por exemplo, por RT-PCR (a
modalidade experimental apresentada em Mullis, 1987, Pat. dos E.U.A.
No. 4,683,202), e reacédo em cadeia da ligase (Barany (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:189-193), replicacédo de sequéncia autossustentada
(Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema
de amplificac&o transcricional (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86:1173-1177), Q-Beta Replicase (Lizardi et al. (1988)
Bio/Technology 6:1197), replicacdo com circulo rolante (Lizardi et al.,
Pat. dos E.U.A. No. 5,854,033) ou qualquer outro método de
amplificacdo de acidos nucleicos, seguido pela deteccédo das moléculas
amplificadas usando técnicas bem conhecidas daqueles com pericia na
técnica. Estes esquemas de deteccdo sao especialmente Uteis para a
deteccédo de moléculas de acido nucleico se tais moléculas estiverem
presentes em numeros muito baixos. Em aspectos particulares da
invencédo, o nivel de expressdo de PCSK9 é determinado por RT-PCR
fluorogénica quantitativa (i.e., o Sistema TagMan™).

[00516] Os niveis de expressdo de RNAmM de PCSK9 podem ser
monitorizados usando uma transferéncia de membrana (tal como usada
em analise de hibridacéo tal como Northern, Southern, dot, e similares),
Oou micropocgos, tubos de amostra, géis, esférulas ou fibras (ou qualquer
suporte solido compreendendo acidos nucleicos ligados). Ver Pat. dos
E.U.A. Nos. 5,770,722, 5,874,219, 5,744,305, 5,677,195 e 5,445,934,
gue séo incorporadas aqui por referéncia. A determinacédo do nivel de
expressdo de PCSK9 pode também compreender uso de sondas de

acido nucleico em solucéo.
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[00517] Em modalidades preferenciais, o nivel de expressao de
RNAmM é avaliado usando ensaios de DNA ramificado (bDNA) ou PCR
em tempo real (QPCR). O uso destes métodos é descrito e
exemplificado nos Exemplos apresentados aqui.

[00518] O nivel de expressdao da proteina PCSK9 pode ser
determinado usando qualquer método conhecido na técnica para a
medicdo de niveis de proteina. Tais métodos incluem, por exemplo,
eletroforese, eletroforese capilar, cromatografia liquida de elevado
desempenho (HPLC), cromatografia em camada delgada (TLC),
cromatografia por hiperdifuséo, reacdes de precipitina de fluido ou gel,
espectroscopia por absorcdo, um ensaio colorimétrico, ensaios
espectrofotométricos, citometria de fluxo, imunodifusdo (Unica ou
dupla), imunoeletroforese, transferéncia de Western, radioimunoensaio
(RIA), ensaios imunoabsorventes ligados a enzima (ELISAS), ensaios
imunofluorescentes, ensaios eletroquimioluminescentes, e similares.
[00519] O termo "amostra” como usado aqui se refere a uma colec¢ao
de fluidos, células, ou tecidos similares isolados de um individuo, bem
como fluidos, células, ou tecidos presentes dentro de um individuo.
Exemplos de fluidos biol6gicos incluem sangue, soro e fluidos serosos,
plasma, linfa, urina, fluido cerebroespinhal, saliva, fluidos oculares, e
similares. Amostras teciduais podem incluir amostras de tecidos, 6rgéos
ou regides localizadas. Por exemplo, amostras podem ser derivadas de
orgaos particulares, partes de 6rgaos, ou fluidos ou células no interior
desses 6rgaos. Em certas modalidades, amostras podem ser derivadas
do figado (por exemplo, figado inteiro ou certos segmentos do figado ou
certos tipos de células no figado, tais como, por exemplo, hepatécitos).
Em modalidades preferenciais, uma "amostra derivada de um individuo"
se refere a sangue ou plasma retirado do individuo. Em modalidades
adicionais, uma "amostra derivada de um individuo" se refere a tecido

do figado derivado do individuo.

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 159/294



154/277

[00520] Em algumas modalidades dos métodos da invencdo, o
agente de RNAI é administrado a um individuo tal que o agente de RNAI
seja distribuido a um local especifico dentro do individuo. A inibicdo da
expressdo de PCSL9 pode ser avaliada usando medi¢des do nivel ou
mudanca no nivel de RNAm de PCSK9 ou proteina PCSK9 em uma
amostra derivada de fluido ou tecido do local especifico dentro do
individuo. Em modalidades preferenciais, o local é o figado. O local pode
ser também uma subsecao ou subgrupo de células de qualquer um dos
locais acima mencionados. O local pode também incluir células que
expressam um tipo particular de receptor.

V. Métodos para Tratamento ou Prevencdo de uma Doenca
Associada a PCSKO.

[00521] A presente invencdo proporciona também métodos para
tratamento ou prevencdo de doencas e condicdes que podem ser
moduladas por infrarregulacdo da expressao do gene de PCSK9. Por
exemplo, as composicdes descritas aqui podem ser usadas para tratar
lipidemia, por exemplo, uma hiperlipidemia e outras formas de
desequilibrio de lipideos tais como hipercolesterolemia, hipertriglice-
ridemia e as condi¢cOes patoldgicas associadas a estes disturbios tais
como doencas do coracéao e circulatérias. Outras doencas e condi¢des
que podem ser moduladas por infrarregulacao da expressao do gene de
PCSK9 incluem doencas de armazenamento lisossomal incluindo, mas
nao limitadas a, doenca de Niemann-Pick, doenca de Tay-Sachs,
Deficiéncia de lipase acida lisossomal, e Doenca de Gaucher. Os
métodos incluem administracdo ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz ou profilaticamente eficaz de um agente de
RNAi da invencdo. Em algumas modalidades, o método inclui
administracéo de uma quantidade eficaz de um siRNA de PCSK9 a um
paciente tendo um gendtipo de LDLR heterozigoto.

[00522] O efeito do gene de PCSK9 diminuido resulta
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preferencialmente em uma diminuicdo nos niveis de LDLc (colesterol de
lipoproteina de baixa densidade) no sangue, e mais particularmente no
soro, do mamifero. Em algumas modalidades, os niveis de LDLs séo
diminuidos por pelo menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % ou mais, em comparagdo com niveis pré-
tratamento.

[00523] Como usado aqui, um "individuo" inclui um humano ou animal
ndo humano, preferencialmente um vertebrado, e mais preferencial-
mente um mamifero. Um individuo pode incluir um organismo
transgénico. O mais preferencialmente, o individuo € um humano, tal
como um humano sofrendo de ou predisposto a desenvolver uma doenca
associada a PCSKO.

[00524] Em algumas modalidades dos métodos da invencéo, a
expressdo de PCSK9 é diminuida durante uma duracéo prolongada, por
exemplo, pelo menos uma semana, duas semanas, trés semanas, ou
quatro semanas ou mais tempo. Por exemplo, em certos casos, a
expressao do gene de PCSK9 é suprimida por pelo menos cerca de 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, ou 50 % por
administracdo de um agente de RNAI descrito aqui. Em algumas
modalidades, o gene de PCSK9 & suprimido por pelo menos cerca de 60
%, 70 %, ou 80 % por administracdo de um agente de RNAi. Em algumas
modalidades, o gene de PCSK9 é suprimido por pelo menos cerca de 85
%, 90 %, ou 95 % por administracdo do oligonucleotideo de fita dupla.
[00525] Os agentes de RNAI da invencédo podem ser administrados
a um individuo usando qualquer modo de administracdo conhecido na
técnica, incluindo, mas nao se limitando a, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraocular, intrabronquial, intrapleural, intraperitoneal,
intra-arterial, linfatica, cerebrospinal, e quaisquer suas combinacdes.
Em modalidades preferenciais, o0s agentes sao administrados

subcutaneamente.
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[00526] Em algumas modalidades, a administracdo é efetuada via
uma injecéo de depdsito. Uma injecdo de depdsito pode liberar o agente
de RNAI de uma maneira consistente ao longo de um periodo de tempo
prolongado. Assim, uma injecdo de depdsito pode reduzir a frequéncia
de dosagem necessaria para se obter um efeito desejado, por exemplo,
uma inibicdo desejada de PCSK9, ou um efeito terapéutico ou
profilatico. Uma injecdo de depdsito também pode proporcionar
concentracdes no soro mais consistentes. Injecdes de depdsito podem
incluir injecbes subcutaneas ou injecbes intramusculares. Em
modalidades preferidas, a injecdo de depodsito € uma injecéo
subcutanea.

[00527] Em algumas modalidades, a administracéo € efetuada via
uma bomba. A bomba pode ser uma bomba externa ou uma bomba
cirurgicamente implantada. Em certas modalidades, a bomba é uma
bomba osmoética implantada subcutaneamente. Em  outras
modalidades, a bomba é uma bomba de infuséo. Uma bomba de infuséao
pode ser usada para infusGes intravenosa, subcutanea, arterial, ou
epidural. Em modalidades preferidas, a bomba de infusdo é uma bomba
de infuséo subcutanea. Em outras modalidades, a bomba é uma bomba
cirurgicamente implantada que distribui o agente de RNAI no figado.
[00528] Outros modos de administracao incluem epidural,
intracerebral, intracerebroventricular, administracao nasal, intra-arterial,
intracardiaca, infusdo intradssea, intratecal, e intravitrea, e pulmonar. O
modo de administracdo pode ser escolhido com base em ser desejado
um tratamento local ou sistémico e com base na area a ser tratada. A
via e sitio de administracdo podem ser escolhidos para aumentar o
direcionamento para o alvo.

[00529] O método inclui administracdo de um agente de RNAI, por
exemplo, uma dose suficiente para diminuir os niveis de RNAmM de

PCSK9 durante pelo menos 5, mais preferencialmente 7, 10, 14, 21, 25,
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30 ou 40 dias; e, opcionalmente, administracdo de uma segunda dose
Unica de dsRNA, em que a segunda dose Unica é administrada pelo
menos 5, mais preferencialmente 7, 10, 14, 21, 25, 30 ou 40 dias ap0s
a primeira dose Unica ter sido administrada, inibindo deste modo a
expressao do gene de PCSK9 em um individuo.

[00530] Em uma modalidade, as doses do agente de RNAI da
invencédo sdo administradas ndo mais do que uma vez a cada quatro
semanas, nao mais do que uma vez a cada trés semanas, nao mais do
gue uma vez a cada duas semanas, ou ndo mais do que uma vez a cada
semana. Em outra modalidade, as administracbes podem ser mantidas
durante um, dois, trés, ou seis meses, ou um ano ou mais.

[00531] Em outra modalidade, a administracdo pode ser
proporcionada quando os niveis de colesterol de Lipoproteina de Baixa
Densidade (LDLc) alcancam ou ultrapassam um nivel minimo pré-
determinado, tal como mais do que 70 mg/dL, 130 mg/dL, 150 mg/dL,
200 mg/dL, 300 mg/dL, ou 400 mg/dL.

[00532] Em geral, o agente de RNAI ndo ativa o sistema imune, por
exemplo, ndo aumenta os niveis de citocina, tais como 0s niveis de
TNF-alfa ou IFN-alfa. Por exemplo, quando medidos por um ensaio, tal
como um ensaio de PBMC in vitro, tal como descrito aqui, 0 aumento
nos niveis de TNF-alfa ou IFN-alfa € menos do que 30 %, 20 %, ou 10
% de células de controle tratadas com um dsRNA de controle, tal como
um dsRNA que nao se dirige a PCSKO.

[00533] Por exemplo, a um individuo pode ser administrada uma
guantidade terapéutica de um agente de RNAI, tal como 0,5 mg/kg, 1,0
mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, ou 2,5 mg/kg de dsRNA. O agente de RNAI
pode ser administrado por infusé@o intravenosa ao longo de um periodo
de tempo, tal como ao longo de um periodo de 5 minutos, 10 minutos,
15 minutos, 20 minutos, ou 25 minutos. A administracao é repetida, por

exemplo, em uma base regular, tal como bissemanalmente (i.e., a cada
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duas semanas) durante um més, dois meses, trés meses, quatro meses
ou mais. ApGs um regime de tratamento inicial, os tratamentos podem
ser administrados em uma base menos frequente. Por exemplo, apos
administragdo bissemanal durante trés meses, a administragdo pode
ser repetida uma vez por més, durante seis meses ou um ano ou mais.
A administracdo do agente de RNAI pode reduzir os niveis de PCSK9,
por exemplo, em uma célula, tecido, sangue, urina ou outro
compartimento do paciente por pelo menos 10 %, pelo menos 15 %,
pelo menos 20 %, pelo menos 25 %, pelo menos 30 %, pelo menos 40
%, pelo menos 50 %, pelo menos 60 %, pelo menos 70 %, pelo menos
80 % ou pelo menos 90 % ou mais.

[00534] Antes da administracdo de uma dose completa do agente de
RNAI aos paciente pode ser administrada uma dose mais pequena, tal
como uma reacgao de infusdo a >5 %, e estes podem ser monitorizados
guanto a efeitos adversos, tais como uma reacao alérgica, ou quanto a
elevados niveis de lipideos ou pressédo sanguinea. Em outro exemplo,
0 paciente pode ser monitorizado quanto a efeitos imunoestimuladores
indesejados, tais como niveis de citocinas aumentados (por exemplo,
TNF-alfa ou INF-alfa).

[00535] Um efeito de tratamento ou preventivo é evidente quando
ocorre uma melhoria estatisticamente significativa de um ou mais
parametros do estado de doencga, ou por uma auséncia do agravamento
ou do desenvolvimento de sintomas que de outro modo seriam
antecipados. Como exemplo, uma alteracdo favoravel de pelo menos
10 % em um parametro mensuravel de doenca, e preferivelmente pelo
menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 % ou mais, pode ser indicador de
tratamento eficaz. A eficacia de um dado agente de RNAI da invencéao
ou formulacéo desse agente de RNAI pode ser também avaliada usando
um modelo animal experimental para a dada doenga como conhecido

na técnica. Ao usar um modelo animal experimental, a eficacia do
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tratamento é evidenciada quando € observada uma reducéo
estatisticamente significativa em um marcador ou sintoma.

[00536] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado a
uma dose de cerca de 0,25 mg/kg e cerca de 50 mg/kg, por exemplo,
entre cerca de 0,25 mg/kg e cerca de 0,5 mg/kg, entre cerca de 0,25
mg/kg e cerca de 1 mg/kg, entre cerca de 0,25 mg/kg e cerca de 5
mg/kg, entre cerca de 0,25 mg/kg e cerca de 10 mg/kg, entre cerca de
1 mg/kg e cerca de 10 mg/kg, entre cerca de 5 mg/kg e cerca de 15
mg/kg, entre cerca de 10 mg/kg e cerca de 20 mg/kg, entre cerca de 15
mg/kg e cerca de 25 mg/kg, entre cerca de 20 mg/kg e cerca de 30
mg/kg, entre cerca de 25 mg/kg e entre cerca de 35 mg/kg, ou entre
cerca de 40 mg/kg e entre cerca de 50 mg/kg.

[00537] Em algumas modalidades, o agente de RNAIi € administrado
a uma dose de cerca de 0,25 mg/kg, cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 1
mg/kg, cerca de 2 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 4 mg/kg, cerca de
5 mg/kg, cerca de 6 mg/kg, cerca de 7 mg/kg, cerca de 8 mg/kg, cerca
de 9 mg/kg, cerca de 10 mg/kg, cerca de 11 mg/kg, cerca de 12 mg/kg,
cerca de 13 mg/kg, cerca de 14 mg/kg, cerca de 15 mg/kg, cerca de 16
mg/kg, cerca de 17 mg/kg, cerca de 18 mg/kg, cerca de 19 mg/kg, cerca
de 20 mg/kg, cerca de 21 mg/kg, cerca de 22 mg/kg, cerca de 23 mg/kg,
cerca de 24 mg/kg, cerca de 25 mg/kg, cerca de 26 mg/kg, cerca de 27
mg/kg, cerca de 28 mg/kg, cerca de 29 mg/kg, 30 mg/kg, cerca de 31
mg/kg, cerca de 32 mg/kg, cerca de 33 mg/kg, cerca de 34 mg/kg, cerca
de 35 mg/kg, cerca de 36 mg/kg, cerca de 37 mg/kg, cerca de 38 mg/kg,
cerca de 39 mg/kg, cerca de 40 mg/kg, cerca de 41 mg/kg, cerca de 42
mg/kg, cerca de 43 mg/kg, cerca de 44 mg/kg, cerca de 45 mg/kg, cerca
de 46 mg/kg, cerca de 47 mg/kg, cerca de 48 mg/kg, cerca de 49 mg/kg
ou cerca de 50 mg/kg. Em uma modalidade, o agente de RNAi é
administrado a uma dose de cerca de 25 mg/kg.

[00538] A dose de um agente de RNAI que € administrada a um

Peticéo 870210102715, de 08/11/2021, pég. 165/294



160/277

individuo pode ser ajustada para equilibrar os riscos e beneficios de
uma dose particular, por exemplo, para alcancar um nivel desejado de
supresséao de gene de PCSK9 (como avaliado, por exemplo, com base
em supressao de RNAmM de PCSK9, expressao de proteina PCSK9, ou
uma reducdo nos niveis de lipideos) ou um efeito terapéutico ou
profildtico desejado, enquanto ao mesmo tempo evitando efeitos
secundarios indesejaveis.

[00539] Em algumas modalidades, o agente de RNAI € administrado
em duas ou mais doses. Se desejado para facilitar infusdes repetidas
ou frequentes pode ser aconselhavel implantacdo de um dispositivo de
distribuicdo, por exemplo, uma bomba, stent semipermanente (por
exemplo, intravenoso, intraperitoneal, intracisternal ou intracapsular), ou
reservatorio. Em algumas formas de realizacbes, 0 numero ou
guantidade de doses subsequentes € dependente do alcance de um
efeito desejado, por exemplo, a supressdo de um gene de PCSK9, ou o
alcance de um efeito terapéutico ou profilatico, por exemplo, reducéo de
um sintoma de hipercolesterolemia. Em algumas modalidades, o agente
de RNAI é administrado de acordo com um programa. Por exemplo, o
agente de RNAIi pode ser administrado uma vez por semana, duas
vezes por semana, trés vezes por semana, quatro vezes por semana,
ou cinco vezes por semana. Em algumas modalidades, o programa
envolve administragdes regularmente espacadas, por exemplo, de hora
em hora, a cada quatro horas, a cada seis horas, a cada oito horas, a
cada doze horas, diariamente, a cada 2 dias, a cada 3 dias, a cada 4
dias, a cada 5 dias, semanalmente, bissemanalmente, ou mensalmente.
Em modalidades, o programa envolve administracdes estreitamente
espacadas seguidas por um periodo de tempo mais longo durante o
gual o agente ndo é administrado. Por exemplo, o programa pode
envolver um conjunto inicial de doses que sao administradas em um

periodo de tempo relativamente curto (por exemplo, cerca de a cada 6

Peticéo 870210102715, de 08/11/2021, pég. 166/294



161/277

horas, cerca de a cada 12 horas, cerca de a cada 24 horas, cerca de a
cada 48 horas, ou cerca de a cada 72 horas) seguido por um periodo
de tempo mais longo (por exemplo, cerca de 1 semana, cerca de 2
semanas, cerca de 3 semanas, cerca de 4 semanas, cerca de 5
semanas, cerca de 6 semanas, cerca de 7 semanas, ou cerca de 8
semanas) durante o qual o agente de RNAI ndo é administrado. Em uma
modalidade, o agente de RNAI € inicialmente administrado de hora em
hora e é posteriormente administrado em um intervalo mais longo (por
exemplo, diariamente, semanalmente, bissemanalmente, ou
mensalmente). Em outra modalidade, o agente de RNAI é inicialmente
administrado diariamente e € posteriormente administrado em um
intervalo mais longo (por exemplo, diariamente, semanalmente,
bissemanalmente, ou mensalmente). Em certas modalidades, o
intervalo mais longo aumenta ao longo do tempo ou € determinado com
base no alcance de um efeito desejado. Em uma modalidade especifica,
o0 agente de RNAIi é administrado uma vez diariamente durante uma
primeira semana, seguido por dosagem semanal comecando a partir do
oitavo dia de administracdo. Em outra modalidade especifica, o agente
de RNAI é administrado a cada dois dias durante uma primeira semana
seguido por dosagem semanal comecando a partir do oitavo dia de
administracao.

[00540] Em uma modalidade, o agente de RNAI € administrado duas
vezes por semana. Em uma modalidade, o agente de RNAi é
administrado duas vezes por semana a uma dose de 1 mg/kg. Em outra
modalidade, o agente de RNAIi € administrado duas vezes por semana
a uma dose de 2 mg/kg.

[00541] Em uma modalidade, o agente de RNAIi € administrado uma
veze a cada duas semanas. Em uma modalidade, o agente de RNAI é
administrado uma vez a cada duas semanas a uma dose de 1 mg/kg.

Em outra modalidade, o agente de RNAI € administrado uma vez a cada
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duas semanas a uma dose de 2 mg/kg.

[00542] Em uma modalidade, o agente de RNAIi é administrado uma
vez por semana. Em uma modalidade, o agente de RNAI € administrado
uma vez por semana a uma dose de 0,5 mg/kg. Em uma modalidade, o
agente de RNAI é administrado uma vez por semana a uma dose de 1
mg/kg. Em outra modalidade, o agente de RNAi é administrado uma vez
por semana a uma dose de 2 mg/kg.

[00543] Em algumas modalidades, o agente de RNAI € administrado
em um regime de dosagem que inclui uma "fase de carga" de
administracdes estreitamente espacadas que pode ser seguida por uma
“fase de manutencdo”, na qual o agente de RNAi & administrado em
intervalos espagados mais longos. Em uma modalidade, a fase de carga
compreende cinco administracdes diarias do agente de RNAI durante a
primeira semana. Em outra modalidade, a fase de manutencéo
compreende uma ou duas administracfes semanais do agente de RNAI.
Em uma modalidade adicional, a fase de manutencédo dura 5 semanas.
Em uma modalidade, a fase de carga compreende administracdo de
uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg cinco vezes por semana.
Em outra modalidade, a fase de manutencdo compreende
administracédo de uma dose de 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg uma vez,
duas vezes, ou trés vezes semanalmente, uma vez a cada duas
semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez por més, uma vez a
cada dois meses, uma vez a cada trés meses, uma vez a cada quatro
meses, uma vez a cada cinco meses, ou uma vez a cada seis meses.
[00544] Qualquer um destes programas pode ser opcionalmente
repetido durante uma ou mais iteracées. O numero de iteragdes pode
depender do alcance de um efeito desejado, por exemplo, a supressao
de um gene de PCSK9, e/ou o alcance de um efeito terapéutico ou
profilatico, por exemplo, reducédo dos niveis de colesterol no soro ou

reducao de um sintoma de hipercolesterolemia.
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[00545] Em modalidades adicionais, a administracdo de um siRNA é
administrada em combinagdo um agente terapéutico adicional. O siRNA
e um agente terapéutico adicional podem ser administrados em
combinacdo na mesma composicao, por exemplo, parenteralmente, ou
0 agente terapéutico adicional pode ser administrado como parte de
uma composicao separada ou por outro método descrito aqui.

[00546] Exemplos de agentes terapéuticos adicionais incluem
agueles que se sabe que tratam um disturbio de lipideos, tal como
hipercolesterolemia, aterosclerose ou dislipidemia. Por exemplo, um
siRNA apresentado na invencdo pode ser administrado com, por
exemplo, um inibidor da HMG-CoA reductase (por exemplo, uma
estatina), um fibrato, um sequestrante de acido biliar, niacina, um agente
antiplaquetas, um inibidor de enzima de conversao da angiotensina, um
antagonista do receptor Il da angiotensina (por exemplo, potassio de
losartan, tal como Cozaar® da Merck & Co.), um inibidor da acil CoA
colesterol acetiltransferase (ACAT), um inibidor da absorcdo de
colesterol, um inibidor da proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP), um inibidor da proteina de transferéncia de glicerideo
microssomal (MTTP), um modulador do colesterol, um modulador do
acido biliar, um agonista do receptor ativado de proliferacdo de
peroxissoma (PPAR), uma terapia baseada em genes, um protetor
vascular compoésito (por exemplo, AGI-1067, da Atherogenics), um
inibidor da glicoproteina llb/llla, aspirina ou um composto tipo aspirina,
um inibidor de IBAT (por exemplo, S-8921, da Shionogi), um inibidor da
esqualeno sintase, ou um inibidor da proteina quimioatrativa de
monaocitos (MCP)-1. Inibidores da HMG-CoA reductase exemplares
incluem atorvastatina (Lipitor®/ Tahor/Sortis/Torvast/Cardyl da Pfizer),
pravastatina (Pravachol da Bristol-Myers Squibb, Mevalotin/Sanaprav
da Sankyo), simvastatina (Zocor®/Sinvacor da Merck, Denan da

Boehringer Ingelheim, Lipovas da Banyu), lovastatina
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(Mevacor/Mevinacor da Merck, Lovastatina, Cepa da Bexal; Liposcler
da Schwarz Pharma), fluvastatina (Lescol®/Locol/Lochol da Novartis,
Cranoc da Fujisawa, Digaril da Solvay), cerivastatina (Lipobay da
Bayer/Baycol da GlaxoSmithKline), rosuvastatina (Crestor® da
AstraZeneca), e pitivastatina (itavastatina/risivastatina) (Nissan
Chemical, Kowa Kogyo, Sankyo, e Novartis). Fibratos exemplares
incluem, por exemplo, bezafibrato (por exemplo,
Befizal®/Cedur®/Bezalip® da Roche, Bezatol da Kissei), clofibrato (por
exemplo, Atromid-S® da Wyeth), fenofibrato (por exemplo, Lipidil/Lipantil
da Fournier, Tricor® da Abbott, Lipantii da Takeda, genéricos),
gemfibrozil (por exemplo, Lopid/Lipur da Pfizer) e ciprofibrato (Modalim®
da Sanofi-Synthelabo). Sequestrantes de &cido biliar incluem, por
exemplo, colestiramina (Questran® e Questran Light™ da Bristol-Myers
Squibb), colestipol (por exemplo, Colestid da Pharmacia), e
colesevelam (WelChol™ da Genzyme/Sankyo). Terapias com niacina
exemplares incluem, por exemplo, formula¢cdes de liberacdo imediata,
tais como Nicobid da Aventis, Niacor da Upsher-Smith, Nicolar da
Aventis, e Perycit da Sanwakagaku. Formulacbes de liberacéo
prolongada de niacina incluem, por exemplo, Niaspan da Kos
Pharmaceuticals e Slo-Niacin da Upsher-Smith. Agentes antiplaquetas
exemplares incluem, por exemplo, aspirina (por exemplo, aspirina da
Bayer), clopidogrel (Plavix da Sanofi-Synthelabo/Bristol-Myers Squibb),
e ticlopidina (por exemplo, Ticlid da Sanofi-Synthelabo e Panaldina da
Daiichi). Outros compostos tipo aspirina Uteis em combinacdo com um
dsRNA se dirigindo a PCSK?9 incluem, por exemplo, Asacard (aspirina
de liberacao lenta, pela Pharmacia) e Pamicogrel (Kanebo/Angelini
Ricerche/CEPA). Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
exemplares incluem, por exemplo, ramipril (por exemplo, Altace da
Aventis) e enalapril (por exemplo, Vasotec da Merck & Co.). Inibidores

da acil CoA colesterol acetiltransferase (AC AT) incluem, por exemplo,
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avasimiba (Pfizer), eflucimiba (BioMerieux Pierre Fabre/Eli Lilly), CS-
505 (Sankyo e Kyoto), e SMP-797 (Sumito). Inibidores da absorcéo de
colesterol exemplares incluem, por exemplo, ezetimiba (Zetia® da
Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals) e Pamaqueside (Pfizer).
Inibidores de CETP exemplares incluem, por exemplo, Torcetrapib
(também chamado CP-529414, Pfizer), JTT-705 (Japan Tobacco), e
CETi-l (Avant Immunotherapeutics). Inibidores da proteina de
transferéncia de triglicerideo microssomal (MTTP) exemplares incluem,
por exemplo, implitapide (Bayer), R-103757 (Janssen), e CP-346086
(Pfizer). Outros moduladores do colesterol exemplares incluem, por
exemplo, NO-1886 (Otsuka/TAP Pharmaceutical), CI-1027 (Pfizer), e
WAY-135433 (Wyeth-Ayerst).

[00547] Moduladores do &acido biliar exemplares incluem, por
exemplo, HBS-107 (Hisamitsu/Banyu), Btg-511 (British Technology
Group), BARI-1453 (Aventis), S-8921 (Shionogi), SD-5613 (Pfizer), e
AZD-7806 (AstraZeneca). Agonistas do receptor ativado da proliferacéo
de peroxissoma (PPAR) exemplares incluem, por exemplo, tesaglitazar
(AZ-242) (AstraZeneca), Netoglitazona (MCC-555) (Mitsubishi/Johnson
& Johnson), GW-409544 (Ligand Pharmaceuticals/GlaxoSmithKline),
GW-501516 (Ligand Pharmaceuticals/GlaxoSmithKline), LY-929
(Ligand Pharmaceuticals e Eli Lilly), LY-465608 (Ligand Pharma-
ceuticals e Eli Lilly), LY-518674 (Ligand Pharmaceuticals e Eli Lilly), e
MK-767 (Merck e Kyorin). Terapias baseadas em genes exemplares
incluem, por exemplo, AGWEGF 121.10 (GenVec), ApoAl (UCB
Pharma/Groupe Fournier), EG-004 (Trinam) (Ark Therapeutics), e
carreador-Al de cassete de ligacdo ao ATP (ABCAl) (CV
Therapeutics/Incyte, Aventis, Xenon). Inibidores da Glicoproteina llb/llla
exemplares incluem, por exemplo, roxifiban (também chamado
DMP754, Bristol-Myers Squibb), Gantofiban (Merck KGaA/Yama-

nouchi), e Cromafiban (Millennium Pharmaceuticals). Inibidores da
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esqualeno sintase exemplares incluem, por exemplo, BMS-1884941
(Bristol-Myers Squibb), CP-210172 (Pfizer), CP-295697 (Pfizer), CP-
294838 (Pfizer), e TAK-475 (Takeda). Um inibidor de MCP-I exemplar
€, por exemplo, RS-504393 (Roche Bioscience). O agente anti-
aterosclerético BO-653 (Chugai Pharmaceuticals), e o derivado do acido
nicotinico Niclina (Yamanouchi Pharmaceuticals) sdo também
apropriados para administracdo em combinagcdo com um dsRNA
apresentado na invencdo. Terapias de combinacdo exemplares
adequadas para administracdo com um dsRNA se dirigindo a PCSK9
incluem, por exemplo, advicor (Niacina/lovastatina da Kos Pharma-
ceuticals), amlodipina/atorvastatina (Pfizer), e ezetimiba/simvastatina
(por exemplo, comprimidos Vytorin® 10/10, 10/20, 10/40, e 10/80 pela
Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals). Agentes para tratamento da
hipercolesterolemia, e adequados para administracdo em combinacéo
com um dsRNA se dirigindo a PCSK9 incluem, por exemplo, lovastatina,
Comprimidos de Liberacdo Prolongada Altoprev® de niacina (Andrx
Labs), Comprimidos Caduet® de lovastatina (Pfizer), besilato de
amlodipina, Comprimidos Crestor® de céalcio de atorvastatina
(AstraZeneca), Capsulas Lescol® de célcio de rosuvastatina (Novartis),
Lescol® de sédio de fluvastatina (Reliant, Novartis), Comprimidos
Lipitor® de sodio de fluvastatina (Parke-Davis), Capsulas Lofibra® de
célcio de atorvastatina (Gate), Comprimidos de Liberacdo Prolongada
Niaspan (Kos), Comprimidos Pravachol de niacina (Bristol-Myers
Squibb), Comprimidos TriCor® de sédio de pravastatina (Abbott),
Comprimidos Vytorin® 10/10 de fenofibrato (Merck/Schering-Plough
Pharmaceuticals), ezetimiba, Comprimidos WelChol™ da simvastatina
(Sankyo), Comprimidos Zetia® de hidrocloreto de colesevelam
(Schering), Comprimidos Zetia® de ezetimiba (Merck/Schering-Plough
Pharmaceuticals), e Comprimidos Zocor® de ezetimiba (Merck).

[00548] Em uma modalidade, um agente de RNAI € administrado em
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combinacdo com anezetimiba/simvastatina (por exemplo, Vytorin®
(Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals)). Em uma modalidade, o
agente de RNAI é administrado ao paciente, e depois o agente
terapéutico adicional é administrado ao paciente (ou vice versa). Em
outra modalidade, o agente de RNAI e 0 agente terapéutico adicional
s&o administrados ao mesmo tempo.

[00549] Em outro aspecto, a invencdo apresenta um método de
instrucdo de um usuério final, por exemplo, um cuidador ou um
individuo, de como administrar um agente de RNAI descrito aqui. O
método inclui, opcionalmente, proporcionar ao usuario final uma ou mais
doses do agente de RNAI, e instru¢ao do usuéario final como administrar
0 agente de RNAi em um regime descrito aqui, instruindo deste modo o
usuario final.

[00550] Em um aspecto, a invencdo proporciona um meétodo de
tratamento de um paciente por selecdo de um paciente com base de
gue o paciente esta com necessidade de diminuicao de LDL, diminuicao
de LDL sem diminui¢do de HDL, diminuicdo de ApoB, ou diminuicdo de
colesterol total. O método inclui administracéo ao paciente de um siRNA
em uma quantidade suficiente para diminuir os niveis de LDL ou niveis
de ApoB do paciente, por exemplo, sem diminuir substancialmente os
niveis de HDL.

[00551] A predisposicdo genética desempenha um papel no
desenvolvimento de doencas associadas a genes alvo, por exemplo,
hiperlipidemia. Portanto, um paciente com necessidade de um siRNA
pode ser identificado através de um historial familiar, ou, por exemplo,
rastreio quanto a um ou mais marcadores ou variantes genéticos.
Exemplos de genes envolvidos na hiperlipidemia incluem mas néo estéo
limitados a, por exemplo, receptor de LDL (LDLR), as apoliproteinas
(ApoAl, ApoB, ApoE, e similares), Proteina de transferéncia de éster de

colesterila (CETP), Lipoproteina lipase (LPL), lipase hepatica (LIPC),
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Lipase endotelial (EL), Lecitinxholesterila aciltransferase (LCAT).
[00552] Um prestador de cuidados de saude, tal como um médico,
enfermeira, ou membro da familia, pode fazer um historial familiar antes
da prescricdo ou administracdo de um agente de RNAIi da invencao.
Adicionalmente pode ser realizado um teste para se determinar um
gendtipo ou fendtipo. Por exemplo pode ser realizado um teste de DNA
em uma amostra do paciente, por exemplo, uma amostra de sangue,
para identificar o gendtipo e/ou fenétipo de PCSK9 antes de um dsRNA
de PCSK9 ser administrado ao paciente. Em outra modalidade é
realizado um teste para identificar um genoétipo e/ou fendtipo
relacionado, por exemplo, um genotipo de LDLR. Exemplos de variantes
genéticas com o gene de LDLR podem ser encontrados na técnica, por
exemplo, nas seguintes publicacbes que sao incorporadas por
referéncia: Costanza et al. (2005) Am J Epidemiol. 15;161(8):714-24;
Yamada et al. (2008) J Med Genet. Jan;45(1):22-8, Epub 31 de agosto
de 2007; e Boes et al. (2009) Exp. Gerontol 44: 136-160, Epub 17 de
novembro de 2008.

VI. Kits

[00553] A presente invencdo proporciona também kits para uso de
gualquer um dos agentes de RNAI e/ou realizacdo de qualquer um dos
métodos da invencédo. Tais kits incluem um ou mais agente(s) de RNAI
e instrucbes para uso, por exemplo, instrucbes para inibicao da
expressdo de uma PCSK6 em uma célula por contato da célula com o(s)
agente(s) de RNAi em uma quantidade eficaz para inibir a expressao da
PCSK9. Os kits podem opcionalmente adicionalmente compreender
meios para contato da célula com o agente de RNAI (por exemplo, um
dispositivo de injecao), ou meios para medicdo da inibicado de PCSK9
(por exemplo, meios para medicao da inibicdo do RNAmM de PCSK9 ou
proteina TTR). Tais meios para medicdo da inibicdo de PCSK9 podem

compreender um meio para obtencdo de uma amostra de um individuo,
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tal como, por exemplo, uma amostra de plasma. Os kits da invencéo
podem opcionalmente adicionalmente compreender meios para
administracdo do(s) agente(s) de RNAi a um individuo ou meios para
determinacdo da quantidade terapeuticamente eficaz ou
profilaticamente eficaz.

[00554] A nao ser que definido de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado como
comummente entendido por um com pericia ordinaria na técnica a qual
esta invencdo pertence. Embora métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles descritos aqui poderem ser usados na pratica ou
teste dos RNAis e métodos apresentados na invencdo, métodos e
materiais adequados sdo descritos em baixo. Todas as publicacoes,
pedidos de patentes, patentes, e outras referéncias mencionadas aqui
séo incorporadas por referéncia na sua totalidade. No caso de conflito,
a presente especificacdo, incluindo definicbes, controlara.
Adicionalmente, os materiais, métodos, e exemplos sdo somente
ilustrativos e ndo se destinam a ser limitantes.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

[00555] Os seguintes materiais e métodos foram usados nos
Exemplos.

[00556] Sintese de cDNA usando Kit de transcricdo reversa de cDNA
de elevada capacidade ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA, # de
Cat 4368813)

[00557] Uma mistura mée de 2 puL de 10X Tampéao, 0,8 pL de 25X
dNTPs, 2 pL de Iniciadores aleatérios, 1 uL de Transcriptase Reversa,
1 pL de inibidor de RNase e 3,2 uL de H20 por reacgao foi adicionada a
10 pL de RNA total. Foi gerado cDNA usando um termociclador C-1000
ou S-1000 Bio-Rad (Hercules, CA) através dos seguintes passos: 25 °C
10 min, 37 °C 120 min, 85 °C 5 seg, manutencado a 4 °C.

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pag. 175/294



170/277

Cultura e transfeccdes de células

[00558] Células Hep3B, HepG2 ou HeLa (ATCC, Manassas, VA)
foram cultivadas quase até a confluéncia a 37 °C em uma atmosfera de
CO2 a 5 % em meio recomendados (ATCC) suplementado com FBS a
10 % e glutamina (ATCC) antes de serem liberadas da placa por
tripsinacdo. Para duplexes rastreados em formato de 96 pocos, a
transfeccao foi levada a cabo por adicéo de 44,75 uL de Opti-MEM mais
0,25 pL de Lipofectamina RNAiMax por poco (Invitrogen, Carlsbad CA.
# de cét 13778-150) a 5 pL de cada duplex de siRNA a um poco
individual em uma placa de 96 pocos. A mistura foi depois incubada a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Cinquenta pL de meio de
crescimento completo sem antibiético contendo ~2 x10* células foram
depois adicionados a mistura de siRNA. Para duplexes rastreados em
formato de 384 pocos, 5 pL de Opti-MEM mais 0,1 pL de Lipofectamina
RNAiMax (Invitrogen, Carlsbad CA. # de cat 13778-150) foram
misturados com 5 pL de cada duplex de siRNA por um poco individual.
A mistura foi depois incubada a temperatura ambiente durante 15
minutos seguida por adi¢éo de 40 pL de meio de crescimento completo
sem antibiético contendo ~8 x103 células. As células foram incubadas
durante 24 horas antes da purificacdo do RNA. Experiéncias de dose
Unica foram realizadas as concentracdes finais dos duplexes de 10 nM
e 0,1 nM e experiéncias de resposta a dose foram feitas usando 8 X
diluicbes em série de 5 vezes comecando a partir de 2 nM.
Transfeccdo de captacao livre

[00559] Cinco pL de cada siRNA conjugado com GalNac em PBS
foram combinados com 3X10% hepatécitos de macaco Cynomolgus
criopreservados recém-descongelados (In Vitro Technologies- Celsis,
Baltimore, MD; # de lote JQD) ressuspensos em 95 uL de meio In Vitro
Gro CP (In Vitro Technologies- Celsis, Baltimore, MD) em cada poco de

uma placa de 96 pocos ou 5 uL de siRNA e 45 uL de meio contendo
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1,2x10° células para formato de placa de 384 pocos. A mistura foi
incubada durante cerca de 24 horas a 37 °C em uma atmosfera de CO:
a5 %. siRNAs foram testados a concentracdes multiplas entre 500 e 0,1
nM para experiéncias de dose Unica e usando 8 X diluicbes em série de
5 vezes comecando a partir de 500 nM para experiéncias de resposta a
dose.

[00560] Isolamento de RNA Total usando Kit de Isolamento de
RNAmM DYNABEADS (Invitrogen, parte #: 610-12)

[00561] As células foram coletadas e lisadas em 150 puL de Tampao
de Lise/Ligacéo, depois misturadas durante 5 minutos a 850 rpm usando
um Termomisturador Eppendorf (a velocidade de mistura foi a mesma
ao longo do processo). Dez microlitros de esférulas magnéticas e 80 pL
de mistura de Tampéo de Lise/Ligacdo foram adicionados a uma placa
de fundo redondo e misturados durante 1 minuto. As esférulas
magnéticas foram capturadas usando suporte magnético e o
sobrenadante foi removido sem perturbar as esférulas. Apés remocao
do sobrenadante, as células lisadas foram adicionadas as esférulas
restantes e misturadas durante 5 minutos. Apds remocdo do
sobrenadante, as esférulas magnéticas foram lavadas 2 vezes com 150
UL de Tampédo de Lavagem A e misturadas durante 1 minuto. As
esférulas foram capturadas novamente e o sobrenadante removido. As
esférulas foram depois lavadas com 150 puL de Tampéao de Lavagem B,
capturadas e o sobrenadante foi removido. As esférulas foram de
seguida lavadas com 150 pL de Tampéao de Eluicdo, capturadas e o
sobrenadante removido. Se permitiu que as esférulas secassem
durante 2 minutos. Apds secagem, 50 pL de Tampéo de Eluicdo foram
adicionados e misturados durante 5 minutos a 70 °C. As esférulas foram
capturadas em um iman durante 5 minutos. Cinquenta pL de
sobrenadante foram removidos e adicionados a outra placa de 96

POCOS.
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[00562] Paraformato de 384 pocos, as células foram lisadas durante
um minuto por adigdo de 50 pyL de tampéo de Lise/Ligagdo. Foram
usados dois pL de esférulas magnéticas por pogo. O volume requerido
de esférulas foi aliquotado, capturado em um suporte magnético, e a
solucdo de armazenamento de esférulas foi removida. As esférulas
foram depois ressuspensas no volume requerido de tampao de
Lise/Ligagao (25 uL por pogo) e 25 uL de suspenséo de esférulas foram
adicionados as células lisadas. A mistura lisato-esférulas foi incubada
durante 10 minutos em VibraTransaltor na definicdo #7 (UnionScientific
Corp., Randallstown, MD). Subsequentemente, as esférulas foram
capturadas usando um suporte magnético, o sobrenadante removido e
as esférulas sdo lavadas uma vez com 90 uL de Tampao A, seguida por
passos de lavagem unica com 90 pL de Tampéao B e 100 pL de tampéo
de Eluicdo. As esférulas foram embebidas em cada tamp&o de lavagem
durante ~1 minuto (nenhuma mistura envolvida). Apos o0 passo de
lavagem final, as esférulas foram ressuspensas em 15 uL de tampéo de
eluicdo durante 5 minutos a 70 °C, seguido por captura de esférulas e a
remogao do sobrenadante (até 8 uL) para sintese de cDNA e/ou
armazenamento de RNA purificado (-20 °C).

PCR em tempo real

[00563] Dois uL de cDNA foram adicionados a uma mistura mae
contendo 0,5 pL de Sonda TagMan de GAPDH de humano ( # de Céat
4326317E da Applied Biosystems), 0,5 puL de sonda TagMan de PCSK9
de humano ( # de cat Hs03037355 mlda Applied Biosystems) para
células humanas ou 0,5 puL de Ensaio TagMan personalizado de
GAPDH de Cynomolgus (iniciador F de GAP de cyno a 150 nM-
5GCATCCTGGGCTACACTGA (SEQ ID NO: 5); iniciador R de GAP de
cyno a 150 nM-5-TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC (SEQ ID NO: 6)
sonda de GAP de cyno a 250 nM- 5’-5HEX-CCAGGTGGTCTCCTCC-
BHQ1-Q-3'(SEQ ID NO: 7)), 0,5 pL de Ensaio TagMan personalizado
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de PCSK9 de Cynomolgus (iniciador F de PCSK9 de cyno a 900 nM 5'-
ACGTGGCTGGCATTGCA (SEQ ID NO: 8); ensaio R de PCSK9 de
cyno a 900 nM 5’-AAGTGGATCAGTCTCTGCCTCAA (SEQ ID NO: 9);
sonda de PCSK9 de <c¢cyno a 250 nM 5-6FAM-
CATGATGCTGTCTGCCGAGCCG-BHQ1-Q-3’ (SEQ ID NO: 10)) para
células de Cynomolgus e 5 yL de mistura mée de sonda Lightcycler 480
(# de Cat04887301001 da Roche) por poco em uma placa de 384 poc¢os
(# de c4t04887301001 da Roche). PCR em tempo real foi realizado em
um sistema de PCR em Tempo Real LC480 da Roche (Roche) usando
o ensaio de AACt(RQ). Cada duplex foi testado em duas transfeccdes
independentes e cada transfeccao foi avaliada em duplicado, a ndo ser
gue notado de outro modo.

[00564] Para calcular a mudanca relativa do niumero de vezes, 0s
dados de tempo real foram analisados usando o método AACt e
normalizados para ensaios realizados com células transfectadas com
AD-1955 a 10 nM, ou células pseudotransfectadas. Para ensaios de
captacéo livre, os dados foram normalizados em relacdo a células
tratadas com PBS ou GalNAc-1955 (concentracdo mais elevada usada
para compostos experimentais). As ICsos foram calculadas usando um
modelo de ajustamento de 4 parametros usando XLFit e normalizadas
em relacdo a células transfectadas com AD-1955 ao longo da mesma
gama de doses, ou para a sua propria dose mais baixa.

[00565]  As sequéncias senso e antissenso de AD-1955 sdo: SENSO:
5’-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTsdT-3’ (SEQ ID NO: 11); e ANTISSENSO:
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGdTsdT-3' (SEQ ID NO: 12).

Tabela B: Abreviaturas de mondémeros de nucleotideos usadas na

representacao de sequéncias de acidos nucleicos.

Abreviatura |Nucleotideo(s)

A Adenosina-3’-fosfato

Ab beta-L-adenosina-3 -fosfato
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Abreviatura

Nucleotideo(s)

Af

2’-fluoroadenosina-3’-fosfato

Afs 2’-fluoroadenosina-3’-fosforotioato
As adenosina-3’-fosforotioato

C citidina-3’-fosfato

Cb beta-L-citidina-3'-fosfato

Cf 2’-fluorocitidina-3’-fosfato

Cfs 2’-fluorocitidina-3’-fosforotioato

Cs citidina-3’-fosforotioato

G guanosina-3’-fosfato

Gb beta-L-guanosina-3 -fosfato

Gbs beta-L-guanosina-3 -fosforotioato
Gf 2’-fluoroguanosina-3’-fosfato

Gfs 2’-fluoroguanosina-3’-fosforotioato
Gs guanosina-3’-fosforotioato

T 5’-metiluridina-3’-fosfato

Tf 2’-fluoro-5-metiluridina-3’-fosfato
Tfs 2’-fluoro-5-metiluridina-3’-fosforotioato
Ts 5-metiluridina-3’-fosforotioato

U Uridina-3'-fosfato

Uf 2’-fluorouridina-3’-fosfato

Ufs 2’-fluorouridina-3’-fosforotioato

Us uridina-3’-fosforotioato

N qualquer nucleotideo (G, A, C, T ou U)
a 2'-O-metiladenosina-3’-fosfato

as 2'-O-metiladenosina-3’-fosforotioato
C 2'-O-metilcitidina-3’-fosfato

cS 2'-O-metilcitidina-3’-fosforotioato

g 2'-O-metilguanosina-3’-fosfato
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Abreviatura

Nucleotideo(s)

gs 2'-O-metilguanosina-3’-fosforotioato

t 2’-O-metil-5-metiluridina-3’-fosfato

ts 2’-O-metil-5-metiluridina-3’-fosforotioato

u 2'-O-metiluridina-3’-fosfato

us 2'-O-metiluridina-3’-fosforotioato

daT 2'-deoxitimidina

dTs 2 -deoxitimidina-3"-fosforotioato

du 2 -deoxiuridina

S ligacao fosforotioato

L96 N-[tris(GalNAc-alquil)-amidodecanoil)]-4-
hidroxiprolinol Hyp-(GalNAc-alquil)z

(Aeo) 2’-O-metoxietiladenosina-3’-fosfato

(Aeos) 2’-O-metoxietiladenosina-3’-fosforotioato

(Geo) 2’-O-metoxietilguanosina-3’-fosfato

(Geos) 2’-O-metoxietilguanosina-3’-fosforotioato

(Teo) 2’-O-metoxietil-5-metiluridina-3’-fosfato

(Teos) 2’-O-metoxietil-5-metiluridina-3’-fosforotioato

(m5Ceo0) 2’-O-metoxietil-5-metilcitidina-3’-fosfato

(m5Ceo0s) 2’-O-metoxietil-5-metilcitidina-3’-fosforotioato

(A3m) 3’-O-metiladenosina-2 -fosfato

(A3mx) 3'-O-metil-xilofuranosiladenosina-2'-fosfato

(G3m) 3’-O-metilguanosina-2 -fosfato

(G3mx) 3'-O-metil-xilofuranosilguanosina-2'-fosfato

(C3m) 3 -O-metilcitidina-2"-fosfato

(C3mx) 3'-O-metil-xilofuranosilcitidina-2'-fosfato

(U3m) 3 -O-metiluridina-2"-fosfato

(U3mx) 3'-O-metilxilouridina-2'-fosfato

(Chd) 2'-O-hexadecil-citidina-3'-fosfato
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Abreviatura |Nucleotideo(s)

(pshe) Hidroxietilfosforotioato

(Uhd) 2'-O-hexadecil-uridina-3'-fosfato

(Tgn) Isdbmero S de timidina-acido nucleico de glicol (GNA)

(Cgn) Citidina-acido nucleico de glicol (GNA)

(Chd) 2'-O-hexadecil-citidina-3'-fosfato

(Ggn) 2'-O-hexadecil-citidina-3'-fosfato

(Agn) Adenosina-acido nucleico de glicol (GNA)

P 5'-fosfato

(m5Cam) 2°-O-(N-metilacetamida)-5-metilcitidina-3"-fosfato

(m5Cams) 2°-O-(N-metilacetamida)-5-metilcitidina-3°-
fosforotioato

(Tam) 2 -O-(N-metilacetamida)timidina-3"-fosfato

(Tams) 2 -O-(N-metilacetamida)timidina-3"-fosforotioato

(Aam) 2 -O-(N-metilacetamida)adenosina-3 -fosfato

(Aams) 2 -O-(N-metilacetamida)adenosina-3 -fosforotioato

(Gam) 2 -O-(N-metilacetamida)guanosina-3-fosfato

(Gams) 2 -O-(N-metilacetamida)guanosina-3 -fosforotioato

(Uyh) 2'-0O-(1-hexil-4-metileno-1,2,3-triazolil)-uridina-3'-
fosfato

(Ayh) 2'-O-(1-hexil-4-metileno-1,2,3-triazolil)-adenosina-3'-
fosfato

(Gyh) 2'-O-(1-hexil-4-metileno-1,2,3-triazolil)-guanosina-3'-
fosfato

(Cyh) 2'-O-(1-hexil-4-metileno-1,2,3-triazolil)-citidina-3'-
fosfato

Exemplo 1. Sintese de Oligonucleotideos Conjugados com GalNAc
[00566] Uma série de duplexes de siRNA abrangendo a sequéncia
de RNAmM de PCSKO9 foi desenhada, sintetizada, e conjugada com um

GalNAc trivalente na extremidade 3" da fita senso usando as técnicas
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descritas acima. As sequéncias destes duplexes sdo mostradas na
Tabela 1. Estas mesmas sequéncias foram também sintetizadas com
varias modificacbes de nucleotideos e conjugadas com um GalNAc
trivalente. As sequéncias dos duplexes modificados sdo mostradas na
Tabela 2.
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Tabela 1. Sequéncias ndo modificadas de PCSK9

Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53649.1 A-110542.1 CGAGGACGGCGACUACGAG A-109239.2 UCCUCGUAGUCGCCGUcCCU 459 481
GA 13 CGUC 234

AD-53661.1 A-110544.1 ACCGCUGCGCCAAGGAUCC A-109243.2 ACGGAUCCUUGGCGCAGCG 554 576
GU 14 GUGG 235

AD-53667.1 A-110545.1 GCUGCGCCAAGGAUCCGUG A-109245.2 UCCACGGAUCCUUGGCGCA 557 579
GA 15 GCGG 236

AD-53679.1 A-110547.1 CUACGUGGUGGUGCUGAAG A-109249.2 UCCUUCAGCACCACCACGUA 591 613
GA 16 GGU 237

AD-53685.1 A-110548.1 CCCGCCGGGGAUACCUCAC A-109251.2 UGGUGAGGUAUCCCCGGCG 668 690
CA 17 GGCA 238

AD-53691.1 A-110549.1 CCGCCGGGGAUACCUCACC A-109253.2 UUGGUGAGGUAUCCCCGGC 669 691
AA 18 GGGC 239

AD-53650.1 A-110550.1 GCCGGGGAUACCUCACCAA A-109255.2 UCUUGGUGAGGUAUCCCCG 671 693
GA 19 GCGG 240

AD-53656.1 A-110551.1 CCGGGGAUACCUCACCAAG A-109257.2 AUCUUGGUGAGGUAUCCCC 672 694
AU 20 GGCG 241

AD-53668.1 A-110553.1 AUACCUCACCAAGAUCCUG A-109261.2 UGCAGGAUCUUGGUGAGGU 678 700
CA 21 AUCC 242

AD-53674.1 A-110554.1 CACCAAGAUCCUGCAUGUC A-109263.2 AAGACAUGCAGGAUCUUGG 684 706
uu 22 UGAG 243
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53680.1 A-110555.1 CAAGAUCCUGCAUGUCUUC A-109265.2 UGGAAGACAUGCAGGAUCU 687 709
CA 23 UGGU 244

AD-53692.1 A-110557.1 GUUGCCCCAUGUCGACUAC A-109269.2 AUGUAGUCGACAUGGGGCA 768 790
AU 24 ACUU 245

AD-53651.1 A-110558.1 GCCCCAUGUCGACUACAUC A-109271.2 UCGAUGUAGUCGACAUGGG 771 793
GA 25 GCAA 246

AD-53657.1 A-110559.1 CCAUGUCGACUACAUCGAG A-109273.2 UCCUCGAUGUAGUCGACAU 774 796
GA 26 GGGG 247

AD-53663.1 A-110560.1 UCGACUACAUCGAGGAGGA A-109275.2 AGUCCUCCUCGAUGUAGUC 779 801
Ccu 27 GACA 248

AD-53669.1 A-110561.1 ACUACAUCGAGGAGGACUC A-109277.2 AGGAGUCCUCCUCGAUGUA 782 804
Cu 28 GUCG 249

AD-53675.1 A-110562.1 UACAUCGAGGAGGACUCCU A-109279.2 AGAGGAGUCCUCCUCGAUG 784 806
Cu 29 UAGU 250

AD-53681.1 A-110563.1 UCGAGGAGGACUCCUCUGU A-109281.2 AGACAGAGGAGUCCUCCUC 788 810
Cu 30 GAUG 251

AD-53687.1 A-110564.1 CGAGGAGGACUCCUCUGUC A-109283.2 AAGACAGAGGAGUCCUCCUC 789 811
uu 31 GAU 252

AD-53693.1 A-110565.1 GUACCGGGCGGAUGAAUAC A-109285.2 UGGUAUUCAUCCGCCCGGU 855 877
CA 32 ACCG 253

AD-53652.1 A-110566.1 CCUGGUGGAGGUGUAUCUC A-109287.2 AGGAGAUACACCUCCACCAG 894 916
Ccu 33 GCU 254
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53658.1 A-110567.1 CUGGUGGAGGUGUAUCUCC A-109289.2 UAGGAGAUACACCUCCACCA 895 917
UA 34 GGC 255

AD-53664.1 A-110568.1 GGUGGAGGUGUAUCUCCUA A-109291.2 UCUAGGAGAUACACCUCCAC 897 919
GA 35 CAG 256

AD-53670.1 A-110569.1 UGGAGGUGUAUCUCCUAGA A-109293.2 UGUCUAGGAGAUACACCUCC 899 921
CA 36 ACC 257

AD-53676.1 A-110570.1 AGGUGUAUCUCCUAGACAC A-109295.2 UGGUGUCUAGGAGAUACAC 902 924
CA 37 Ccucc 258

AD-53682.1 A-110571.1 GUAUCUCCUAGACACCAGC A-109297.2 AUGCUGGUGUCUAGGAGAU 906 928
AU 38 ACAC 259

AD-53688.1 A-110572.1 UAUCUCCUAGACACCAGCA A-109299.2 UAUGCUGGUGUCUAGGAGA 907 929
UA 39 UACA 260

AD-53694.1 A-110573.1 UCUCCUAGACACCAGCAUA A-109301.2 UGUAUGCUGGUGUCUAGGA 909 931
CA 40 GAUA 261

AD-53653.1 A-110574.1 UCCUAGACACCAGCAUACA A-109303.2 UCUGUAUGCUGGUGUCUAG 911 933
GA 41 GAGA 262

AD-53659.1 A-110575.1 AGACACCAGCAUACAGAGU A-109305.2 UCACUCUGUAUGCUGGUGU 915 937
GA 42 CUAG 263

AD-53665.1 A-110576.1 CACCAGCAUACAGAGUGAC A-109307.2 UGGUCACUCUGUAUGCUGG 918 940
CA 43 uGucC 264

AD-53671.1 A-110577.1 UACAGAGUGACCACCGGGA A-109309.2 UUUCCCGGUGGUCACUCUG 926 948
AA 44 UAUG 265
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Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53677.1 A-110578.1 ACAGAGUGACCACCGGGAA A-109311.2 AUUUCCCGGUGGUCACuUCU 927 949
AU 45 GUAU 266

AD-53683.1 A-110579.1 GAGUGACCACCGGGAAAUC A-109313.2 UCGAUUUCCCGGUGGUCAC 930 952
GA 46 UCUG 267

AD-53689.1 A-110580.1 GGAAAUCGAGGGCAGGGUC A-109315.2 AUGACCCUGCCCUCGAUUU 942 964
AU 47 CCCG 268

AD-53695.1 A-110581.1 AAUCGAGGGCAGGGUCAUG A-109317.2 ACCAUGACCCUGCCCUCGAU 945 967
GU 48 uuc 269

AD-53654.1 A-110582.1 GCAGGGUCAUGGUCACCGA A-109319.2 AGUCGGUGACCAUGACCCU 953 975
Ccu 49 GCCC 270

AD-53660.1 A-110583.1 CAGGGUCAUGGUCACCGAC A-109321.2 AAGUCGGUGACCAUGACCC 954 976
uu 50 uUGCC 271

AD-53666.1 A-110584.1 GGUCAUGGUCACCGACUUC A-109323.2 UCGAAGUCGGUGACCAUGA 957 979
GA 51 Cccu 272

AD-53672.1 A-110585.1 UCAUGGUCACCGACUUCGA A-109325.2 UCUCGAAGUCGGUGACCAU 959 981
GA 52 GACC 273

AD-53678.1 A-110586.1 AGGACGGGACCCGCUUCCA A-109327.2 UGUGGAAGCGGGUCCCGUC 992 1014
CA 53 Cucc 274

AD-53684.1 A-110587.1 CGGGACCCGCUUCCACAGA A-109329.2 UGUCUGUGGAAGCGGGUCC 996 1018
CA 54 CGUC 275

AD-53690.1 A-110588.1 UCCACAGACAGGCCAGCAA A-109331.2 ACUUGCUGGCCUGUCUGUG 1007 1029
GU 55 GAAG 276
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53696.1 A-110589.1 CCUGCGCGUGCUCAACUGC A-109333.2 UGGCAGUUGAGCACGCGCA 1107 1129
CA 56 GGCU 277

AD-53702.1 A-110590.1 CUGCGCGUGCUCAACUGCC A-109335.2 UUGGCAGUUGAGCACGCGC 1108 1130
AA 57 AGGC 278

AD-53708.1 A-110591.1 CGUGCUCAACUGCCAAGGG A-109337.2 UUCCCUUGGCAGUUGAGCA 1113 1135
AA 58 CGCG 279

AD-53714.1 A-110592.1 CACCCUCAUAGGCCUGGAG A-109339.2 AACUCCAGGCCUAUGAGGG 1149 1171
uu 59 uGCC 280

AD-53720.1 A-110593.1 ACCCUCAUAGGCCUGGAGU A-109341.2 AAACUCCAGGCCUAUGAGG 1150 1172
uu 60 GUGC 281

AD-53726.1 A-110594.1 CCCUCAUAGGCCUGGAGUU A-109343.2 UAAACUCCAGGCCUAUGAGG 1151 1173
UA 61 GUG 282

AD-53732.1 A-110595.1 CCUCAUAGGCCUGGAGUUU A-109345.2 AUAAACUCCAGGCCUAUGAG 1152 1174
AU 62 GGU 283

AD-53738.1 A-110596.1 CUCAUAGGCCUGGAGUUUA A-109347.2 AAUAAACUCCAGGCCUAUGA 1153 1175
uu 63 GGG 284

AD-53697.1 A-110597.1 UAGGCCUGGAGUUUAUUCG A-109349.2 UCCGAAUAAACUCCAGGCCU 1157 1179
GA 64 AUG 285

AD-53703.1 A-110598.1 AGGCCUGGAGUUUAUUCGG A-109351.2 UUCCGAAUAAACUCCAGGCC 1158 1180
AA 65 UAU 286

AD-53709.1 A-110599.1 GGCCUGGAGUUUAUUCGGA A-109353.2 UUUCCGAAUAAACUCCAGGC 1159 1181
AA 66 CUA 287
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NO: NO: (3 3

AD-53715.1 A-110600.1 GCCUGGAGUUUAUUCGGAA A-109355.2 UUUUCCGAAUAAACUCCAGG 1160 1182
AA 67 Ccu 288

AD-53721.1 A-110601.1 GGAGUUUAUUCGGAAAAGC A-109357.2 UGGCUUUUCCGAAUAAACUC 1164 1186
CA 68 CAG 289

AD-53727.1 A-110602.1 GUUUAUUCGGAAAAGCCAG A-109359.2 AGCUGGCUUUUCCGAAUAAA 1167 1189
CuU 69 CcucC 290

AD-53733.1 A-110603.1 GGGCUGGGGUCGUGCUGG A-109361.2 UGACCAGCACGACCCCAGCC 1277 1299
UCA 70 CcucC 291

AD-53739.1 A-110604.1 GGUCACCGCUGCCGGCAAC A-109363.2 AAGUUGCCGGCAGCGGUGA 1293 1315
uu 71 CCAG 292

AD-53698.1 A-110605.1 GGGACGAUGCCUGCCUCUA A-109365.2 AGUAGAGGCAGGCAUCGUC 1316 1338
Cu 72 CCGG 293

AD-53704.1 A-110606.1 CAACUUUGGCCGCUGUGUG A-109367.2 UCCACACAGCGGCCAAAGUU 1419 1441
GA 73 GGU 294

AD-53710.1 A-110607.1 UUGGCCGCUGUGUGGACC A-109369.2 AGAGGUCCACACAGCGGCC 1424 1446
UCu 74 AAAG 295

AD-53716.1 A-110608.1 UGGCCGCUGUGUGGACCU A-109371.2 AAGAGGUCCACACAGCGGC 1425 1447
Cuu 75 CAAA 296

AD-53722.1 A-110609.1 GGCCGCUGUGUGGACCUC A-109373.2 AAAGAGGUCCACACAGCGGC 1426 1448
Uuu 76 CAA 297

AD-53728.1 A-110610.1 UGUGUGGACCUCUUUGCCC A-109375.2 UGGGGCAAAGAGGUCCACA 1432 1454
CA 77 CAGC 298
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NO: NO: (3 3

AD-53734.1 A-110611.1 GGGAGGACAUCAUUGGUGC A-109377.2 AGGCACCAAUGAUGUCCUCC 1454 1476
Ccu 78 Ccu 299

AD-53740.1 A-110612.1 ACUGCAGCACCUGCUUUGU A-109379.2 ACACAAAGCAGGUGCUGCAG 1481 1503
GU 79 UCG 300

AD-53699.1 A-110613.1 GCAUUGCAGCCAUGAUGCU A-109381.2 ACAGCAUCAUGGCUGCAAUG 1541 1563
GU 80 CCA 301

AD-53705.1 A-110614.1 GUUGAGGCAGAGACUGAUC A-109383.2 UGGAUCAGUCUCUGCCUCA 1590 1612
CA 81 ACUC 302

AD-53711.1 A-110615.1 UGAGGCAGAGACUGAUCCA A-109385.2 AGUGGAUCAGUCUCUGCCU 1592 1614
Ccu 82 CAAC 303

AD-53717.1 A-110616.1 GAGGCAGAGACUGAUCCAC A-109387.2 AAGUGGAUCAGUCUCUGCC 1593 1615
uu 83 UCAA 304

AD-53723.1 A-110617.1 GGCAGAGACUGAUCCACUU A-109389.2 AGAAGUGGAUCAGUCUCUG 1595 1617
Cu 84 CCcucC 305

AD-53729.1 A-110618.1 CAGAGACUGAUCCACUUCU A-109391.2 AGAGAAGUGGAUCAGUCUC 1597 1619
Cu 85 uUGCC 306

AD-53735.1 A-110619.1 ACUGAUCCACUUCUCUGCC A-109393.2 UUGGCAGAGAAGUGGAUCA 1602 1624
AA 86 Gucu 307

AD-53741.1 A-110620.1 AUCCACUUCUCUGCCAAAG A-109395.2 AUCUUUGGCAGAGAAGUGG 1606 1628
AU 87 AUCA 308

AD-53700.1 A-110621.1 GGCCUGGUUCCCUGAGGAC A-109397.2 UGGUCCUCAGGGAACCAGG 1638 1660
CA 88 CCucC 309
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AD-53706.1 A-110622.1 GGUACUGACCCCCAACCUG A-109399.2 ACCAGGUUGGGGGUCAGUA 1662 1684
GU 89 CCCG 310

AD-53712.1 A-110623.1 GUUGGCAGCUGUUUUGCAG A-109401.2 UCCUGCAAAACAGCUGCCAA 1715 1737
GA 90 Ccu 311

AD-53718.1 A-110624.1 UGGCAGCUGUUUUGCAGGA A-109403.2 AGUCCUGCAAAACAGCUGCC 1717 1739
Cu 91 AAC 312

AD-53724.1 A-110625.1 GCAGCUGUUUUGCAGGACU A-109405.2 ACAGUCCUGCAAAACAGCUG 1719 1741
GU 92 CCA 313

AD-53730.1 A-110626.1 UCUGCCGGGCCCACAACGC A-109407.2 AAGCGUUGUGGGCCCGGCA 1883 1905
uu 93 GACC 314

AD-53736.1 A-110627.1 CUGCCGGGCCCACAACGCU A-109409.2 AAAGCGUUGUGGGCCCGGC 1884 1906
uu 94 AGAC 315

AD-53742.1 A-110628.1 GCCCACAACGCUUUUGGGG A-109411.2 ACCCCCAAAAGCGUUGUGG 1891 1913
GU 95 GCCC 316

AD-53701.1 A-110629.1 CGCUUUUGGGGGUGAGGG A-109413.2 ACACCCUCACCCCCAAAAGC 1899 1921
uGuU 96 GUU 317

AD-53707.1 A-110630.1 CUUUUGGGGGUGAGGGUG A-109415.2 AGACACCCUCACCCCCAAAA 1901 1923
ucu 97 GCG 318

AD-53713.1 A-110631.1 UUUUGGGGGUGAGGGUGU A-109417.2 UAGACACCCUCACCCCCAAA 1902 1924
CUA 98 AGC 319

AD-53719.1 A-110632.1 GGGGUGAGGGUGUCUACG A-109419.2 UGGCGUAGACACCCUCACC 1907 1929
CCA 99 CCCA 320
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NO: NO: (3 3

AD-53725.1 A-110633.1 GGGUGAGGGUGUCUACGC A-109421.2 AUGGCGUAGACACCCUCACC 1908 1930
CAU 100 CCC 321

AD-53731.1 A-110634.1 GGUGAGGGUGUCUACGCCA A-109423.2 AAUGGCGUAGACACCCUCAC 1909 1931
uu 101 CCC 322

AD-53737.1 A-110635.1 AGGGUGUCUACGCCAUUGC A-109425.2 UGGCAAUGGCGUAGACACC 1913 1935
CA 102 CUCA 323

AD-53743.1 A-110636.1 GUGUCUACGCCAUUGCCAG A-109427.2 ACCUGGCAAUGGCGUAGAC 1916 1938
GU 103 ACCC 324

AD-53749.1 A-110637.1 UGCAGCGUCCACACAGCUC A-109429.2 UGGAGCUGUGUGGACGCUG 1960 1982
CA 104 CAGU 325

AD-53755.1 A-110638.1 GCAUGGGGACCCGUGUCCA A-109431.2 AGUGGACACGGGUCCCCAU 1994 2016
Cu 105 GCUG 326

AD-53761.1 A-110639.1 CCCACAAGCCGCCUGUGCU A-109433.2 UCAGCACAGGCGGCUUGUG 2078 2100
GA 106 GGUG 327

AD-53767.1 A-110640.1 GAGGCCACGAGGUCAGCCC A-109435.2 UUGGGCUGACCUCGUGGCC 2097 2119
AA 107 UCAG 328

AD-53773.1 A-110641.1 CACGAGGUCAGCCCAACCA A-109437.2 ACUGGUUGGGCUGACCUCG 2102 2124
GU 108 UGGC 329

AD-53779.1 A-110642.1 GGGAGGCCAGCAUCCACGC A-109439.2 AAGCGUGGAUGCUGGCCUC 2135 2157
uu 109 CCUG 330

AD-53785.1 A-110643.1 AUCCACGCUUCCUGCUGCC A-109441.2 AUGGCAGCAGGAAGCGUGG 2146 2168
AU 110 AUGC 331

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 192/294

L/2/981



Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53744.1 A-110644.1 GGAAUGCAAAGUCAAGGAG A-109443.2 UGCUCCUUGACUUUGCAUU 2178 2200
CA 111 CCAG 332

AD-53750.1 A-110645.1 AAUCCCGGCCCCUCAGGAG A-109445.2 UGCUCCUGAGGGGCCGGGA 2202 2224
CA 112 uucc 333

AD-53762.1 A-110647.1 GCUGGGGCUGAGCUUUAAA A-109449.2 AUUUUAAAGCUCAGCCCCAG 2479 2501
AU 113 CCC 334

AD-53768.1 A-110648.1 GGAGGUGCCAGGAAGCUCC A-109451.2 AGGGAGCUUCCUGGCACCU 2648 2670
Cu 114 CCAC 335

AD-53774.1 A-110649.1 ACUGUGGGGCAUUUCACCA A-109453.2 AAUGGUGAAAUGCCCCACAG 2674 2696
uu 115 UGA 336

AD-53780.1 A-110650.1 CCACCAAGGAGGCAGGAUU A-109455.2 AGAAUCCUGCCUCCUUGGU 2811 2833
Cu 116 GGAG 337

AD-53786.1 A-110651.1 CACCAAGGAGGCAGGAUUC A-109457.2 AAGAAUCCUGCCUCCUUGG 2812 2834
uu 117 UGGA 338

AD-53804.1 A-110701.1 ACCAAGGAGGCAGGAUUCU A-109557.2 AAAGAAUCCUGCCUCCUUGG 2813 2835
uu 118 UGG 339

AD-53810.1 A-110702.1 GGAGGCAGGAUUCUUCCCA A-109559.2 AAUGGGAAGAAUCCUGCCUC 2818 2840
uu 119 Cuu 340

AD-53816.1 A-110703.1 GAGGCAGGAUUCUUCCCAU A-109561.2 UCAUGGGAAGAAUCCUGCC 2819 2841
GA 120 uccu 341

AD-53745.1 A-110652.1 UGAUGGCCCUCAUCUCCAG A-109459.2 AGCUGGAGAUGAGGGCCAU 2904 2926
Ccu 121 CAGC 342

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 193/294

L12//81



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53822.1 A-110704.1 CUUUCUGGAUGGCAUCUAG A-109563.2 UGCUAGAUGCCAUCCAGAAA 2971 2993
CA 122 GCU 343

AD-53751.1 A-110653.1 UUUCUGGAUGGCAUCUAGC A-109461.2 UGGCUAGAUGCCAUCCAGAA 2972 2994
CA 123 AGC 344

AD-53827.1 A-110705.1 UUCUGGAUGGCAUCUAGCC A-109565.2 UUGGCUAGAUGCCAUCCAG 2973 2995
AA 124 AAAG 345

AD-53757.1 A-110654.1 UCUGGAUGGCAUCUAGCCA A-109463.2 UCUGGCUAGAUGCCAUCCA 2974 2996
GA 125 GAAA 346

AD-53833.1 A-110706.1 CUGGAUGGCAUCUAGCCAG A-109567.2 UUCUGGCUAGAUGCCAUCC 2975 2997
AA 126 AGAA 347

AD-53793.1 A-110707.1 CUUUACUCUGCUCUAUGCC A-109569.2 UUGGCAUAGAGCAGAGUAAA 3053 3075
AA 127 GGU 348

AD-53799.1 A-110708.1 UUUACUCUGCUCUAUGCCA A-109571.2 UCUGGCAUAGAGCAGAGUAA 3054 3076
GA 128 AGG 349

AD-53763.1 A-110655.1 GCUCUAUGCCAGGCUGUGC A-109465.2 UAGCACAGCCUGGCAUAGA 3062 3084
UA 129 GCAG 350

AD-53769.1 A-110656.1 CUCAGCCAACCCGCUCCAC A-109467.2 UAGUGGAGCGGGUUGGCUG 3158 3180
UA 130 AGAC 351

AD-53805.1 A-110709.1 UCAGCCAACCCGCUCCACU A-109573.2 UUAGUGGAGCGGGUUGGCU 3159 3181
AA 131 GAGA 352

AD-53811.1 A-110710.1 CCUGCCAAGCUCACACAGC A-109575.2 UUGCUGUGUGAGCUUGGCA 3245 3267
AA 132 GGCA 353

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 194/294

L/2/881



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53781.1 A-110658.1 GCCAAGCUCACACAGCAGG A-109471.2 UUCCUGCUGUGUGAGCUUG 3248 3270
AA 133 GCAG 354

AD-53817.1 A-110711.1 CCAAGCUCACACAGCAGGA A-109577.2 UUUCCUGCUGUGUGAGCUU 3249 3271
AA 134 GGCA 355

AD-53787.1 A-110659.1 CAAGCUCACACAGCAGGAA A-109473.2 AGUUCCUGCUGUGUGAGCU 3250 3272
Ccu 135 UGGC 356

AD-53823.1 A-110712.1 AAGCUCACACAGCAGGAAC A-109579.2 AAGUUCCUGCUGUGUGAGC 3251 3273
uu 136 UUGG 357

AD-53746.1 A-110660.1 CUGAAGCCAAGCCUCUUCU A-109475.2 UAAGAAGAGGCUUGGCUUC 3298 3320
UA 137 AGAG 358

AD-53828.1 A-110713.1 UGAAGCCAAGCCUCuUUCUU A-109581.2 UUAAGAAGAGGCUUGGCUU 3299 3321
AA 138 CAGA 359

AD-53752.1 A-110661.1 GAAGCCAAGCCUCUUCUUA A-109477.2 AGUAAGAAGAGGCUUGGCU 3300 3322
Cu 139 UCAG 360

AD-53758.1 A-110662.1 AAGCCAAGCCUCUUCUUAC A-109479.2 AAGUAAGAAGAGGCUUGGC 3301 3323
uu 140 UUCA 361

AD-53834.1 A-110714.1 AGUGAGGCUGGGAAGGGG A-109583.2 UUUCCCCUUCCCAGCCUCAC 3355 3377
AAA 141 uGuU 362

AD-53764.1 A-110663.1 GUGAGGCUGGGAAGGGGA A-109481.2 UGUUCCCCUUCCCAGCCUC 3356 3378
ACA 142 ACUG 363

AD-53770.1 A-110664.1 GGCUGGGAAGGGGAACACA A-109483.2 UCUGUGUUCCCCUUCCCAG 3360 3382
GA 143 CCucC 364

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 195/294

L/12/68T



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53776.1 A-110665.1 GAAGGGGAACACAGACCAG A-109485.2 uccuGGuUcuGuGuuccccu 3366 3388
GA 144 ucccC 365

AD-53782.1 A-110666.1 AAGGGGAACACAGACCAGG A-109487.2 UuCcCuUGGUCUGUGUUCCCC 3367 3389
AA 145 uucc 366

AD-53794.1 A-110715.1 AGGGGAACACAGACCAGGA A-109585.2 UuuCcCcuUGGUCUGUGUUCCC 3368 3390
AA 146 CcuucC 367

AD-53788.1 A-110667.1 GGGAACACAGACCAGGAAG A-109489.2 AGCUUCCUGGUCUGUGUUC 3370 3392
Cu 147 Cccu 368

AD-53747.1 A-110668.1 ACUGUCCCUCCUUGAGCAC A-109491.2 UGGUGCUCAAGGAGGGACA 3509 3531
CA 148 GUUG 369

AD-53753.1 A-110669.1 CCAGCCCCACCCAAGCAAG A-109493.2 UGCUUGCUUGGGUGGGGCU 3527 3549
CA 149 GGUG 370

AD-53759.1 A-110670.1 CCCCACCCAAGCAAGCAGA A-109495.2 UGUCUGCUUGCUUGGGUGG 3531 3553
CA 150 GGCU 371

AD-53765.1 A-110671.1 CCCACCCAAGCAAGCAGAC A-109497.2 AUGUCUGCUUGCUUGGGUG 3532 3554
AU 151 GGGC 372

AD-53771.1 A-110672.1 CCACCCAAGCAAGCAGACA A-109499.2 AAUGUCUGCUUGCUUGGGU 3533 3555
uu 152 GGGG 373

AD-53777.1 A-110673.1 CACCCAAGCAAGCAGACAU A-109501.2 AAAUGUCUGCUUGCUUGGG 3534 3556
uu 153 UGGG 374

AD-53783.1 A-110674.1 ACCCAAGCAAGCAGACAUU A-109503.2 UAAAUGUCUGCUUGCUUGG 3535 3557
UA 154 GUGG 375

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 196/294

L/2/06T



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: |3 3

AD-53789.1 A-110675.1 CCCAAGCAAGCAGACAUUU A-109505.2 AUAAAUGUCUGCUUGCUUG 3536 3558
AU 155 GGUG 376

AD-53800.1 A-110716.1 CCAAGCAAGCAGACAUUUA A-109587.2 AAUAAAUGUCUGCUUGCUUG 3537 3559
uu 156 GGU 377

AD-53748.1 A-110676.1 CAAGCAAGCAGACAUUUAU A-109507.2 AGAUAAAUGUCUGCUUGCUU 3538 3560
Cu 157 GGG 378

AD-53754.1 A-110677.1 AAGCAAGCAGACAUUUAUC A-109509.2 AAGAUAAAUGUCUGCUUGCU 3539 3561
uu 158 UGG 379

AD-53760.1 A-110678.1 AGCAAGCAGACAUUUAUCU A-109511.2 AAAGAUAAAUGUCUGCUUGC 3540 3562
uu 159 UuG 380

AD-53806.1 A-110717.1 CAAGCAGACAUUUAUCUUU |160 |A-109589.2 AAAAAGAUAAAUGUCUGCUU (381 |3542 3564

AD-56975.1 A-116394.4 uu 160 |A-109589.5 GCU 381

AD-56976.1 A-116407.1 Mesma 160 |A-109589.11 Mesma 381 |Mesma Mesma

AD-56977.1 A-116406.2 160 |A-109589.11 Mesma 381

AD-56978.1  |A-116418.1 Mesma 160 |A-109589.18 381 |Mesma Mesma

AD-56979.1 A-116393.1 160 |A-109589.6 381

AD-56980.1 A-116408.1 160 |A-109589.12 381

AD-56981.1 A-116419.1 160 |A-109589.19 381

AD-56982.1 A-116426.1 160 |A-109589.19 381

AD-56983.1 A-116400.1 160 |A-109589.7 381

AD-56984.1 A-116409.1 160 |A-109589.13 381

AD-56985.1 A-116420.1 160 |A-109589.20 381

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 197/294

L.2/T61



Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-56986.1 A-116428.1 160 [A-109589.20 381

AD-56986.2 A-116428.2 160 [A-109589.17 381

AD-56987.1 A-116410.1 160 |A-109589.14 381

AD-56988.1 A-116421.1 160 [A-109589.21 381

AD-56989.1 A-116430.1 160 |A-109589.21 381

AD-56990.1 A-116432.1 160 [A-109589.9 381

AD-56991.1 A-116415.1 160 [A-109589.15 381

AD-56992.1 A-116434.1 160 [A-109589.15 381

AD-56993.1 A-116416.1 160 |A-109589.16 381

AD-56994.1 A-116436.1 160 |A-109589.22 381

AD-56995.1 A-116417.1 160 |A-109589.17 381

AD-56996.1 A-116438.1 160 |A-109589.17 381

AD-56997.1 A-116450.1 160 |A-109589.17 381

AD-56998.1 A-116471.1 160 |A-109589.17 381

AD-56999.1 A-116479.2 160 |A-109589.17 381

AD-57000.1 A-116492.3 160 |A-109589.17 381

AD-57001.1 A-116440.1 160 |A-109589.17 381

AD-57002.1 A-116452.1 160 |A-109589.17 381

AD-57003.1 A-116460.1 160 |A-109589.17 381

AD-57004.1 A-116473.1 160 |A-109589.17 381

AD-57005.1 A-116486.1 160 |A-109589.17 381

AD-57006.1 A-116494.3 160 |A-109589.17 381

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 198/294

L12/261



Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-57007.1 A-116442.1 160 [A-109589.17 381

AD-57008.1 A-116453.1 160 [A-109589.17 381

AD-57009.1 A-116462.1 160 [A-109589.17 381

AD-57010.1 A-116475.1 160 [A-109589.17 381

AD-57011.1 A-116488.1 160 [A-109589.17 381

AD-57012.1 A-116498.1 160 [A-109589.17 381

AD-57013.1 A-116444.1 160 [A-109589.17 381

AD-57014.1 A-116454.1 160 [A-109589.17 381

AD-57015.1 A-116464.1 160 |A-109589.17 381

AD-57016.1 A-116477.1 160 |A-109589.17 381

AD-57017.1 A-116490.1 160 |A-109589.17 381

AD-57018.1 A-116500.1 160 |A-109589.17 381

AD-57019.1 A-116446.1 160 |A-109589.17 381

AD-57020.1 A-116455.1 160 |A-109589.23 381

AD-57021.1 A-116481.1 160 |A-109589.23 381

AD-57022.1 A-116448.1 160 |A-109589.23 381

AD-57023.1 A-116467.1 160 |A-109589.23 381

AD-57024.1 A-116483.1 160 |A-109589.23 381

AD-57025.1 A-116449.1 160 |A-109589.23 381

AD-57026.1 A-116457.1 160 |A-109589.23 381

AD-57027.1 A-116469.1 160 |A-109589.23 381

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 199/294

L12/E6T



Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53812.1 A-110718.1 AAGCAGACAUUUAUCUUUU A-109591.2 UCAAAAGAUAAAUGUCUGCU 3543 3565
GA 161 uUGC 382

AD-53818.1 A-110719.1 AGCAGACAUUUAUCUUUUG A-109593.2 UCCAAAAGAUAAAUGUCUGC 3544 3566
GA 162 UuG 383

AD-53766.1 A-110679.1 GCAGACAUUUAUCUUUUGG A-109513.2 ACCCAAAAGAUAAAUGUCUG 3545 3567
GU 163 Cuu 384

AD-53772.1 A-110680.1 AGACAUUUAUCUUUUGGGU A-109515.2 AGACCCAAAAGAUAAAUGUC 3547 3569
Ccu 164 uUGC 385

AD-53824.1 A-110720.1 GACAUUUAUCUUUUGGGUC A-109595.2 AAGACCCAAAAGAUAAAUGU 3548 3570
uu 165 CUG 386

AD-53778.1 A-110681.1 ACAUUUAUCUUUUGGGUCU A-109517.2 ACAGACCCAAAAGAUAAAUG 3549 3571
GU 166 ucu 387

AD-53784.1 A-110682.1 UUUAUCUUUUGGGUCUGUC A-109519.2 AGGACAGACCCAAAAGAUAA 3552 3574
Cu 167 AUG 388

AD-53829.1 A-110721.1 UUAUCUUUUGGGUCUGUCC A-109597.2 AAGGACAGACCCAAAAGAUA 3553 3575
uu 168 AAU 389

AD-53790.1 A-110683.1 UAUCUUUUGGGUCUGUCCU A-109521.2 AGAGGACAGACCCAAAAGAU 3554 3576
Cu 169 AAA 390

AD-53835.1 A-110722.1 AUCUUUUGGGUCUGUCCUC A-109599.2 AAGAGGACAGACCCAAAAGA 3555 3577
uu 170 UAA 391

AD-53796.1 A-110684.1 UCUUUUGGGUCUGUCCUCU A-109523.2 AGAGAGGACAGACCCAAAAG 3556 3578
CuU 171 AUA 392

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 200/294

L12lv6T



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-53802.1 A-110685.1 UUUUGGGUCUGUCCcuUcUcCU A-109525.2 ACAGAGAGGACAGACCCAAA 3558 3580
GU 172 AGA 393

AD-53808.1 A-110686.1 UUUGGGUCUGUCCUCUCUG A-109527.2 AACAGAGAGGACAGACCCAA 3559 3581
uu 173 AAG 394

AD-53795.1 A-110723.1 UUGGGUCUGUCCUCUCUGU A-109601.2 AAACAGAGAGGACAGACCCA 3560 3582
uu 174 AAA 395

AD-53801.1 A-110724.1 UGGGUCUGUCCUCUCUGUU A-109603.2 UCAACAGAGAGGACAGACCC 3561 3583
GA 175 AAA 396

AD-53807.1 A-110725.1 GGGUCUGUCCUCUCUGUU A-109605.2 UGCAACAGAGAGGACAGACC 3562 3584
GCA 176 CAA 397

AD-53814.1 A-110687.1 GGUCUGUCCUCUCUGUUGC A-109529.2 AGGCAACAGAGAGGACAGAC 3563 3585
Cu 177 CCA 398

AD-53820.1 A-110688.1 GUCUGUCCUCUCUGUUGCC A-109531.2 AAGGCAACAGAGAGGACAGA 3564 3586
uu 178 CCC 399

AD-53825.1 A-110689.1 UCuGUCCUCUCUGUUGCCU A-109533.2 AAAGGCAACAGAGAGGACAG 3565 3587
uu 179 ACC 400

AD-53831.1 A-110690.1 CuGUCCcuCuCUGUUGCCuUU A-109535.2 AAAAGGCAACAGAGAGGACA 3566 3588
uu 180 GAC 401

AD-53791.1 A-110691.1 UGUCCUCUCUGUUGCCuUUU A-109537.2 AAAAAGGCAACAGAGAGGAC 3567 3589
uu 181 AGA 402

AD-53797.1 A-110692.1 GuccucucuGuUuUGCCcuUuUuuU A-109539.2 UAAAAAGGCAACAGAGAGGA 3568 3590
UA 182 CAG 403

AD-48400.1 A-98247.2 UUUUCUAGACCUGUUUUGC |183 |A-93455.4 AAGCAAAACAGGUCUAGAAA 404 |3597 3619

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 201/294

L12/961



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: |3 3

AD-53830.1 A-110872.1 uu A-110873.1 AGU

AD-53803.1 A-110693.1 UUUCUAGACCUGUUUUGCU A-109541.2 AAAGCAAAACAGGUCUAGAA 3598 3620
uu 184 AAG 405

AD-53809.1 A-110694.1 UUCUAGACCUGUUUUGCUU A-109543.2 AAAAGCAAAACAGGUCUAGA 3599 3621
uu 185 AAA 406

AD-53813.1 A-110726.1 UCUAGACCUGUUUUGCUUU A-109607.2 AAAAAGCAAAACAGGUCUAG 3600 3622
uu 186 AAA 407

AD-53815.1 A-110695.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU | 187 |A-109545.2 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (408 |3601 3623

AD-56610.1 A-115523.2 GU 187 |A-115525.1 GAA 408

AD-56611.1 A-115533.2 187 |A-115534.1 408 Mesma

AD-56612.1 A-115536.2 Mesma 187 |A-115540.3 Mesma 408

AD-56613.1 A-115538.3 187 |A-115541.5 408

AD-56614.1 A-110695.9 187 |A-115548.1 408

AD-56615.1  |A-110695.5 Mesma 187 |A-115519.1 Mesma 408

AD-56616.1  |A-115523.3 Mesma 187 |A-115526.1 Mesma 408

AD-56617.1 A-115535.1 187 |A-109545.7 408

AD-56618.1 A-115537.2 187 |A-115540.4 408

AD-56619.1 A-115539.3 187 |A-115541.6 408

AD-56620.1 A-115542.2 187 |A-115548.2 408

AD-56621.1 A-115520.1 187 |A-115519.2 408

AD-56622.1 A-115527.1 187 |A-115526.2 408

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 202/294

L12/961



Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-56623.1 A-115536.1 187 |A-109545.8 408

AD-56624.1 A-115538.2 187 |A-115540.5 408

AD-56625.1 A-115542.1 187 |A-109545.12 408

AD-56626.1 A-115543.2 187 |A-115548.3 408

AD-56627.1 A-115521.1 187 |A-115519.3 408

AD-56628.1 A-115527.2 187 |A-115528.1 408

AD-56629.1 A-115537.1 187 |A-109545.9 408

AD-56630.1 A-115539.2 187 |A-115540.6 408

AD-56631.1 A-115543.1 187 |A-109545.13 408

AD-56632.1 A-115544.2 187 |A-115548.4 408

AD-56633.1 A-115520.2 187 |A-109545.6 408

AD-56634.1 A-115529.1 187 |A-115530.1 408

AD-56635.1 A-115538.1 187 |A-109545.10 408

AD-56636.1 A-110695.8 187 |A-115541.1 408

AD-56637.1 A-115544.1 187 |A-109545.14 408

AD-56638.1 A-115545.2 187 |A-115548.5 408

AD-56639.1 A-115520.3 187 |A-115522.1 408

AD-56640.1 A-115529.2 187 |A-115531.1 408

AD-56641.1 A-115539.1 187 |A-109545.11 408

AD-56642.1 A-115535.3 187 |A-115541.2 408

AD-56643.1 A-115545.1 187 |A-109545.15 408

AD-56644.1 A-115546.2 187 |A-115548.6 408
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-56645.1 A-110695.6 187 |A-115522.2 408

AD-56646.1 A-115529.3 187 |A-115532.1 408

AD-56647.1 A-110695.7 187 |A-115540.1 408

AD-56648.1 A-115536.3 187 |A-115541.3 408

AD-56649.1 A-115546.1 187 |A-109545.16 408

AD-56650.1 A-115547.2 187 |A-115548.7 408

AD-56651.1 A-115523.1 187 |A-115524.1 408

AD-56652.1 A-115533.1 187 |A-115532.2 408

AD-56653.1 A-115535.2 187 |A-115540.2 408

AD-56654.1 A-115537.3 187 |A-115541.4 408

AD-56655.1 A-115547.1 187 |A-109545.17 408

AD-56656.1 A-110695.10 187 |A-115549.1 408

AD-56657.1 A-115550.1 187 |A-115551.1 408

AD-56658.1 A-115564.1 187 |A-115565.1 408

AD-56659.1 A-110695.12 187 |A-115579.1 408

AD-56662.1 A-115542.3 187 |A-115549.2 408

AD-56663.1 A-115552.1 187 |A-115553.1 408

AD-56664.1 A-115566.1 187 |A-115567.1 408

AD-56668.1 A-115543.3 187 |A-115549.3 408

AD-56669.1 A-115554.1 187 |A-115555.1 408

AD-56670.1 A-115568.1 187 |A-115569.1 408

AD-56673.1 A-115544.3 187 |A-115549.4 408
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em

Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-56674.1 A-115556.1 187 |A-115557.1 408

AD-56678.1 A-115545.3 187 |A-115549.5 408

AD-56679.1 A-115558.1 187 |A-115559.1 408

AD-56680.1 A-115572.1 187 |A-115573.1 408

AD-56683.1 A-115546.3 187 |A-115549.6 408

AD-56684.1 A-115560.1 187 |A-115561.1 408

AD-56685.1 A-115574.1 187 |A-115575.1 408

AD-56688.1 A-115547.3 187 |A-115549.7 408

AD-56689.1 A-115535.4 187 |A-115562.1 408

AD-56690.1 A-115542.4 187 |A-115576.1 408

AD-56693.1 A-115520.4 187 |A-115563.1 408

AD-56694.1 A-115577.1 187 |A-115578.1 408

AD-53821.1 A-110696.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG A-109547.2 UACAAAAGCAAAACAGGUCU [409 |3602 3624

UA 188 AGA

AD-56660.1 A-115594.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU | 189 |A-115595.1 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |410 |3603 3623

AD-56661.1 A-115580.2 Mesma 189 |A-115610.1 G 410

AD-56665.1 A-115580.1 189 |A-115581.1 Mesma 410

AD-56666.1 A-115596.1 189 |A-115597.1 410

AD-56667.1 A-115611.1 GACCUGUUUUGCUUUUGU A-115612.1 ACAAAAGCAAAACAGGUCAU (411 |3603 3623
190 A

AD-56671.1 A-115582.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU [191 |A-115583.1 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (412 |3603 3623

AD-56672.1 A-115598.1 191 |A-115599.1 G 412
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-56676.1 A-115584.1 Mesma 191 |A-115585.1 Mesma 412 |Mesma Mesma

AD-56677.1 A-115600.1 Mesma 191 [A-115601.1 Mesma 412

AD-56681.1 A-115586.1 191 [A-115587.1 412

AD-56682.1 A-115602.1 191 [A-115603.1 412

AD-56686.1 A-115588.1 191 |A-115589.1 412

AD-56687.1 A-115604.1 191 [A-115605.1 412

AD-56691.1 A-115590.1 191 [A-115591.1 412

AD-56692.1 A-115606.1 191 [A-115607.1 412

AD-56695.1 A-115592.1 191 |A-115593.1 412

AD-56696.1 A-115608.1 191 |A-115609.1 412

AD-53826.1 A-110697.1 UUUUGUAACUUGAAGAUAU A-109549.2 AAAUAUCUUCAAGUUACAAA |413 |3616 3638
uu 192 AGC

AD-53832.1 A-110698.1 UUUGUAACUUGAAGAUAUU A-109551.2 UAAAUAUCUUCAAGUUACAA [414 |3617 3639
UA 193 AAG

AD-53792.1 A-110699.1 UUGUAACUUGAAGAUAUUU A-109553.2 AUAAAUAUCUUCAAGUUACA (415 |3618 3640
AU 194 AAA

AD-53798.1 A-110700.1 UGUAACUUGAAGAUAUUUA A-109555.2 AAUAAAUAUCUUCAAGUUAC (416 |3619 3641
uu 195 AAA

AD-53819.1 A-110727.1 GUAACUUGAAGAUAUUUAU A-109609.2 AAAUAAAUAUCUUCAAGUUA (417 |3620 3642
uu 196 CAA

AD-53815.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (418 |3601
GU 197 GAA
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-57928.40 197 418

AD-59182.5 Mesma 197 Mesma 418

AD-59184.3 Mesma 197 Mesma 418

AD-59186.3 197 418

AD-59171.13 197 418

AD-59176.7 197 418

AD-59170.7 197 418

AD-59175.7 197 418

AD-59179.7 197 418

AD-59218.1 197 418

AD-59222.1 197 418

AD-59226.1 197 418

AD-59230.1 197 418

AD-59235.1 197 418

AD-59207.1 197 418

AD-59211.1 197 418

AD-59215.1 197 418

AD-59219.1 197 418

AD-59223.1 197 418

AD-59181.5 197 418

AD-59172.5 197 418

AD-59177.5 197 418
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Nome Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-59180.5 197 418
AD-59183.5 197 418
AD-59185.5 197 418
AD-59173.5 197 418
AD-59232.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU (198 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |419 |3600

GU GAA
AD-59236.1 198 419
AD-59216.1 198 419
AD-59220.1 Mesma 198 Mesma 419 |Mesma
AD-59224.1 198 419
AD-59228.1 198 419
AD-59233.1 198 419
AD-59237.1 198 419
AD-59209.1 198 419
AD-59208.1 198 419
AD-59212.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU |199 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (420 |3600

GU GAA
AD-59210.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU | 200 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (421 |3601

GU GAA
AD-59214.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU (201 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (422 |3603

G

AD-59227.1 201 422
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3
AD-59231.1 Mesma 201 Mesma 422
AD-59198.3 201 Mesma 422
AD-59200.3 Mesma 201 422
AD-59203.3 201 422
AD-59204.3 201 422
AD-59188.3 201 422
AD-59191.3 201 422
AD-59213.1 201 422
AD-59217.1 201 422
AD-59221.1 201 422
AD-59225.1 201 422
AD-59229.1 201 422
AD-59234.1 201 422
AD-59238.1 201 422
AD-59241.1 201 422
AD-59245.1 201 422
AD-59250.1 201 422
AD-59246.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3602
GU 202 GA 423
AD-59253.2 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3602
U 203 GA 424
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3
AD-59242.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3602
204 GA 425
AD-59253.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3602
u 205 GA 426
AD-59258.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3602
U 206 GA 427
AD-59251.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3603
GU 207 G 428
AD-59256.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3604
U 208 429
AD-59260.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU | 209 ACAAAAGCAAAACAGGUCU |430 |3605
AD-59248.1 GACCUGUUUUGCUUUUGU (210 ACAAAAGCAAAACAGGUCU |431 |3605
AD-59247.1 GACCUGUUUUGCUUUUGU 211 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |432 |3604
AD-59252.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU |212 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |433 | 3604
AD-59257.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3604
U 213 434
AD-59261.1 AGACCUGUUUUGCUUUUGU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3603
214 G 435
AD-59262.1 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3603
U 215 G 436
AD-59265.1 CUAGACCUGUUUUGCUUUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3603
GU 216 G 437
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3

AD-59196.13 UAGACCUGUUUUGCUUUUG ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3601

U 217 GAA 438
AD-59189.11 AGACCUGUUUUGCUUUUGU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3601

218 GAA 439

AD-59190.3 UCUAGACCUGUUUUGCUUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3601

uGu 219 GAA 440
AD-59192.3 UUCUAGACCUGUUUUGCUU ACAAAAGCAAAACAGGUCUA 3601

UuGU 220 GAA 441
AD-59240.1 220 441
AD-59244.1 220 441
AD-59202.7 Mesma 220 Mesma 441 |Mesma
AD-59195.5 220 441
AD-59249.1 220 441
AD-59254.1 220 441
AD-59259.1 220 441
AD-59264.1 220 441
AD-59264.2 220 441
AD-59255.1 220 441
AD-57928.1 220 441
AD-58893.1 220 441
AD-58894.1 220 441
AD-58895.1 220 441
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Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pag. 212/294

Nome do [Nome Seq de Trans Senso SE |Nome do Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3
AD-58896.1 220 441
AD-58897.1 220 441
AD-58898.1 220 441
AD-58899.1 220 441
AD-58900.1 CAAGCAGACAUUUAUCUUU AAAAAGAUAAAUGUCUGCUU N/A
uu 221 GCU 442
AD-58902.1 UUUUCUAGACCUGUUUUGC AAGCAAAACAGGUCUAGAAA 3597
uu 222 AGU 443
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU | 223 G 444
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU | 224 G 445
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU | 225 G 446
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU (226 G 447
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU (227 G 448
ACAAAAGCAAAACAGGUCUA
AGACCUGUUUUGCUUUUGU (228 G 449
CUAGACCUGUUUUGCUUUU | 229 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |450
GU 229 GAA 450
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.

NO: NO: (3 3
Mesma 229 Mesma 450

229 450

229 450

229 450

229 450

229 450

229 450

229 450

229 450

229 450

230 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |451
AGACCUGUUUUGCUUUUGU G

231 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |452
AGACCUGUUUUGCUUUUGU G
CUAGACCUGUUUUGCUUUU (232 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA |453
GU 232 GAA 453
Mesma 232 Mesma 453

232 453

232 453

232 453
CUAGACCUGUUUUGCUUUU |233 ACAAAAGCAAAACAGGUCUA (454
GU 233 GAA 454
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.
NO: NO: (3 3
Mesma 233 Mesma 454
Mesma 233 Mesma 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
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Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pag. 215/294

Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.

NO: NO: (3 3
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454

Mesma 233 Mesma 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
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Nome do|[Nome do Oligo|Seq de Trans Senso SE |Nome do Oligo | Seq de Trans Antissenso SE |Comeco em |Final em
Duplex Senso Q ID|Antissenso Q ID|NM_174936.|NM_174936.

NO: NO: (3 3
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454

Mesma 233 Mesma 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
233 454
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Tabela 2. Sequéncias modificadas - PCSK9

Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3

IAD-53649.1 IA-110542.1 CfgAfgGfaCfgGfCfGfaCfuAfcGfaGfgAfL96 461 A-109239.2 uCfcUfcGfuAfgUfcgcCfgUfcCfuCfgsUfs

455 c 1006
IAD-53650.1 IA-110550.1 GfcCfgGfgGfaUfAfCfcUfcAfcCfaAfgAfL96 456 673 IA-109255.2 uCfuUfgGfuGfaGfguaUfcCfcCfgGfcsGfsg [1007
IAD-53651.1 IA-110558.1 GfcCfcCfaUufgUfCfGfaCfuAfcAfuCfgAfL96 457 773 IA-109271.2 uCfgAfuGfuAfgUfcgaCfaUfgGfgGfcsAfsa [1008
IAD-53652.1 IA-110566.1 CfcUfgGfuGfgAfGfGfuGfuAfuCfuCfcUfL96 458 896 IA-109287.2 laGfgAfgAfuAfcAfccuCfcAfcCfaGfgsCfsu (1009
IAD-53653.1 IA-110574.1 UfcCfuAfgAfcAfCfCfaGfcAfuAfcAfgATLI6 459 913 IA-109303.2 uCfuGfuAfuGfcUfgguGfuCfuAfgGfasGfsa [1010
IAD-53654.1 IA-110582.1 GfcAfgGfgUfcAfUfGfgUfcAfcCfgAfcUfL96 460 955 A-109319.2 aGfuCfgGfuGfaCfcauGfaCfcCfuGfcsCfsc {1011
IAD-53696.1 IA-110589.1 CfcUfgCfgCfgUfGfCfuCfaAfcUfgCfcAfL96 461 1109 IA-109333.2 uGfgCfaGfuUfgAfgcaCfgCfgCfaGfgsCfsu {1012
IAD-53697.1 IA-110597.1 UfaGfgCfcUfgGfAfGfuUfuAfuUfcGfgAfL96 462 1159 IA-109349.2 uCfcGfaAfuAfaAfcucCfaGfgCfcUfasUfsg [1013
IAD-53698.1 IA-110605.1 GfgGfaCfgAfuGfCfCfuGfcCfuCfuAfcUfL96 463 1318 IA-109365.2 aGfuAfgAfgGfcAfggcAfuCfgUfcCfesGfsg 1014
IAD-53699.1 IA-110613.1 GfcAfuUfgCfaGfCfCfaUfgAfuGfcUfgUfL96 464 1543 IA-109381.2 aCfaGfcAfuCfaUfggcUfgCfaAfuGfcsCfsa [1015
IAD-53700.1 IA-110621.1 GfgCfcUfgGfuUfCfCfcUfgAfgGfaCfcAfL96 465 1640 IA-109397.2 uGfgUfcCfuCfaGfggaAfcCfaGfgCfcsUfsc [1016
IAD-53701.1 IA-110629.1 CfgCfuUfuUfgGfGfGfgUfgAfgGfgUfgUfL96 1901 IA-109413.2 aCfaCfcCfuCfaCfcccCfaAfaAfgCfgsUfs

466 u 1017
IAD-48400.1 IA-98247.2 UfuUfuCfuAfgAfcCfuGfuUfuUfgCfuUfL96 467 IA-93455.4 @AfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuAfgAfaAfasGfsu 1018
IAD-53656.1 IA-110551.1 CfcGfgGfgAfuAfCfCfuCfaCfcAfaGfaUfL96 468 674 IA-109257.2 aUfcUfuGfgUfgAfgguAfuCfcCfcGfgsCfsg 1019
IAD-53657.1 IA-110559.1 CfcAfuGfuCfgAfCfUfaCfaUfcGfaGfgAfL96 469 776 IA-109273.2 uCfcUfcGfaUfgUfaguCfgAfcAfuGfgsGfsg [1020
IAD-53658.1 IA-110567.1 CfuGfgUfgGfaGfGfUfgUfaUfcUfcCfuAfL96 897 A-109289.2 uAfgGfaGfaUfaCfaccUfcCfaCfcAfgsGfs

470 c 1021
IAD-53659.1 IA-110575.1 IAfgAfcAfcCfaGfCTAfuAfcAfgAfgUfgATLI6 471 917 A-109305.2 uCfaCfuCfuGfuAfugcUfgGfuGfuCfusAfsg [1022
IAD-53660.1 IA-110583.1 CfaGfgGfuCfaUfGfGfuCfaCfcGfaCfuUfL96 472 956 A-109321.2 aAfgUfcGfgUfgAfccaUfgAfcCfcUfgsCfsc(l023
IAD-53702.1 IA-110590.1 CfuGfcGfcGfuGfCfUfcAfaCfuGfcCfaAfL96 1110 A-109335.2 uUfgGfcAfgUfuGfagcAfcGfcGfcAfgsGfs

473 c 1024
IAD-53703.1 IA-110598.1 IAfgGfcCfuGfgAfGfUfuUfaUfuCfgGfaAfL96 474 1160 IA-109351.2 uUfcCfgAfaUfaAfacuCfcAfgGfcCfusAfs [1025
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Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3
u

IAD-53704.1 IA-110606.1 CfaAfcUfuUfgGfCfCfgCfuGfuGfuGfgAfL96 1421 A-109367.2 uCfcAfcAfcAfgCfggcCfaAfaGfuUfgsGfs

475 u 1026
IAD-53705.1 IA-110614.1 GfuUfgAfgGfcAfGFAfgATfcUfgAfuCTCATLI6 476 1592 A-109383.2 uGfgAfuCfaGfuCfucuGfcCfuCfaAfcsUfsc (1027
IAD-53706.1 IA-110622.1 GfgUfaCfuGfaCfCfCfcCfaAfcCfuGfgUfL96 a77 1664 IA-109399.2 aCfcAfgGfuUfgGfgggUfcAfgUfaCfcsCisg (1028
IAD-53707.1 IA-110630.1 CfuUfuUfgGfgGfGfUfgAfgGfgUfgUfcUfL96 478 1903 A-109415.2 aGfaCfaCfcCfuCfaccCfcCfaAfaAfgsCfsg (1029
IAD-53661.1 IA-110544.1 IAfcCfgCfuGfcGfCfCfaAfgGfaUfcCfgUfL96 479 556 IA-109243.2 laCfgGfaUfcCfuUfggcGfcAfgCfgGfusGfsg (1030
IAD-53663.1 IA-110560.1 UfcGfaCfuAfcAfUfCfgAfgGfaGfgAfcUfL96 480 781 IA-109275.2 aGfuCfcUfcCfuCfgauGfuAfgUfcGfasCfsa {1031
IAD-53664.1 IA-110568.1 GfgUfgGfaGfgUfGfUfaUfcUfcCfuAfgAfL96 481 899 A-109291.2 uCfuAfgGfaGfaUfacaCfcUfcCfaCfcsAfsg (1032
IAD-53665.1 IA-110576.1 CfaCfcAfgCfaUfAfCfaGfaGfuGfaCfcAfL96 482 920 IA-109307.2 uGfgUfcAfcUfcUfguaUfgCfuGfgUfgsUfsc [1033
IAD-53666.1 IA-110584.1 GfgUfcAfuGfgUfCfAfcCfgAfcUfuCfgAfL96 483 959 IA-109323.2 uCfgAfaGfuCfgGfugaCfcAfuGfaCfcsCfsu [1034
IAD-53708.1 IA-110591.1 CfgUfgCfuCfaAfCfUfgCfcAfaGfgGfaAfL96 484 1115 IA-109337.2 uUfcCfcUfuGfgCfaguUfgAfgCfaCfgsCfsg [1035
IAD-53709.1 IA-110599.1 GfgCfcUfgGfaGfUfUfuAfuUfcGfgAfaAfL96 485 1161 IA-109353.2 uUfuCfcGfaAfuAfaacUfcCfaGfgCfcsUfsa [1036
IAD-53710.1 IA-110607.1 UfuGfgCfcGfcUfGfUfgUfgGfaCfcUfcUfL96 486 1426 IA-109369.2 aGfaGfgUfcCfaCfacaGfcGfgCfcAfasAfsg (1037
IAD-53711.1 IA-110615.1 UfgAfgGfcAfgAfGfAfcUfgAfuCfcAfcUfL96 487 1594 IA-109385.2 aGfuGfgAfuCfaGfucuCfuGfcCfuCfasAfsc [1038
IAD-53712.1 IA-110623.1 GfuUfgGfcAfgCfUfGfuUfuUfgCfaGfgAfL96 1717 IA-109401.2 uCfcUfgCfaAfaAfcagCfuGfcCfaAfcsCfs

488 u 1039
IAD-53713.1 IA-110631.1 UfuUfuGfgGfgGfUfGfaGfgGfuGfuCfuAfL96 489 1904 IA-109417.2 uAfgAfcAfcCfcUfcacCfcCfcAfaAfasGfsc [1040
IAD-53667.1 IA-110545.1 GfcUfgCfgCfcAfATGIgAfuCfcGfuGfgAfL96 490 559 IA-109245.2 uCfcAfcGfgAfuCfcuuGfgCfgCfaGfesGfsg [1041
IAD-53668.1 IA-110553.1 IAfuAfcCfuCfaCfCfAfaGfaUfcCfuGfcAfL96 491 680 A-109261.2 uGfcAfgGfaUfcUfuggUfgAfgGfuAfusCfsc [1042
IAD-53669.1 IA-110561.1 IAfcUfaCfaUfcGfAfGfgAfgGfaCfuCfcUfL96 492 784 A-109277.2 aGfgAfgUfcCfuCfcucGfaUfgUfaGfusCfsg (1043
IAD-53670.1 IA-110569.1 UfgGfaGfgUfgUfAfUfcUfcCfuAfgAfcAfL96 493 901 IA-109293.2 uGfuCfuAfgGfaGfauaCfaCfcUfcCfasCfsc [1044
IAD-53671.1 IA-110577.1 UfaCfaGfaGfuGfAfCfcAfcCfgGfgAfaAfL96 494 928 IA-109309.2 uUfuCfcCfgGfuGfgucAfcUfcUfgUfasUfsg [1045
IAD-53672.1 IA-110585.1 UfcAfuGfgUfcAfCTCfgAfcUfuCfgAfgAfL96 495 961 IA-109325.2 uCfuCfgAfaGfuCfgguGfaCfcAfuGfasCfsc [1046
IAD-53714.1 IA-110592.1 (CfaCfcCfuCfaUfAfGfgCfcUfgGfaGfuUfL96 496 1151 IA-109339.2 aAfcUfcCfaGfgCfcuaUfgAfgGfgUfgsCfs (1047
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IAD-53715.1 IA-110600.1 GfcCfuGfgAfgUfUfUfaUufuCfgGfaAfaAfL96 1162 A-109355.2 uUfuUfcCfgAfaUfaaaCfuCfcAfgGfcsCfs

497 u 1048
IAD-53716.1 IA-110608.1 UfgGfcCfgCfuGfUfGfuGfgAfcCfuCfuUfL96 1427 A-109371.2 aAfgAfgGfuCfcAfcacAfgCfgGfcCfasAfs

498 a 1049
IAD-53717.1 IA-110616.1 GfaGfgCfaGfaGfAfCfuGfaUfcCfaCfuUfL96 1595 IA-109387.2 aAfgUfgGfaUfcAfgucUfcUfgCfcUfcsAfs

499 a 1050
IAD-53718.1 IA-110624.1 UfgGfcAfgCfuGfUfUfuUfgCfaGfgAfcUfL96 1719 IA-109403.2 aGfuCfcUfgCfaAfaacAfgCfuGfcCfasAfs

500 c 1051
IAD-53719.1 IA-110632.1 GfgGfgUfgAfgGIGfUfgUfcUfaCfgCfcAfL96 501 1909 IA-109419.2 uGfgCfgUfaGfaCfaccCfuCfaCfcCfcsCfsa [1052
IAD-53674.1 IA-110554.1 CfaCfcAfaGfaUfCfCfuGfcAfuGfuCfuUfL96 502 686 IA-109263.2 @AfgAfcAfuGfcAfggaUfcUfuGfgUfgsAfsg 1053
IAD-53675.1 IA-110562.1 UfaCfaUfcGfaGfGfAfgGfaCfuCfcUfcUfL96 503 786 IA-109279.2 aGfaGfgAfgUfcCfuccUfcGfaUfgUfasGfsu [1054
IAD-53676.1 IA-110570.1 IAfgGfuGfuAfuCfUfCfcUfaGfaCfaCfcAfL96 504 904 IA-109295.2 uGfgUfgUfcUfaGfgagAfuAfcAfcCfusCfsc 1055
IAD-53677.1 IA-110578.1 IAfcAfgAfgUfgAfCfCfaCfcGfgGfaAfaUfL96 505 929 IA-109311.2 aUfuUfcCfcGfgUfgguCfaCfuCfuGfusAfsu [1056
IAD-53678.1 IA-110586.1 IAfgGfaCfgGfgAfCfCfcGfcUfuCfcAfcAfL96 506 994 IA-109327.2 uGfuGfgAfaGfcGfgguCfcCfgUfcCfusCfsc [1057
IAD-53720.1 IA-110593.1 IAfcCfcUfcAfuAfGfGfcCfuGfgAfgUfuUfL96 507 1152 IA-109341.2 @AfaCfuCfcAfgGfccuAfuGfaGfgGfusGfsc [1058
IAD-53721.1 A-110601.1 GfgAfgUfuUfaUfUfCfgGfaAfaAfgCfcAfL96 508 1166 IA-109357.2 uGfgCfuUfuUfcCfgaaUfaAfaCfuCfcsAfsg [1059
IAD-53722.1 IA-110609.1 GfgCfcGfcUfgUfGfUfgGfaCfcUfcUfuUfL96 509 1428 IA-109373.2 aAfaGfaGfgUfcCfacaCfaGfcGfgCfcsAfsa [L060
IAD-53723.1 IA-110617.1 GfgCfaGfaGfaCfUfGfaUfcCfaCfuUfcUfL96 510 1597 IA-109389.2 aGfaAfgUfgGfaUfcagUfcUfcUfgCfesUfsc (1061
IAD-53724.1 IA-110625.1 GfcAfgCfuGfuUfUfUfgCfaGfgAfcUfgUfL96 511 1721 IA-109405.2 aCfaGfuCfcUfgCfaaaAfcAfgCfuGfcsCfsa (1062
IAD-53725.1 IA-110633.1 GfgGfuGfaGfgGfUfGfuCfuAfcGfcCfaUfL96 512 1910 A-109421.2 aUfgGfcGfuAfgAfcacCfcUfcAfcCfesCfsc (1063
IAD-53679.1 IA-110547.1 CfuAfcGfuGfgUfGfGfuGfcUfgAfaGfgAfL96 513 593 A-109249.2 uCfcUfuCfaGfcAfccaCfcAfcGfuAfgsGfsu  [1064
IAD-53680.1 IA-110555.1 CfaAfgAfuCfcUfGfCfaUfgUfcUfuCfcAfL96 514 689 IA-109265.2 uGfgAfaGfaCfaUfgcaGfgAfuCfuUfgsGfsu [1065
IAD-53681.1 IA-110563.1 UfcGfaGfgAfgGfAfCfuCfcUfcUfgUfcUfL96 515 790 IA-109281.2 aGfaCfaGfaGfgAfgucCfuCfcUfcGfasUfsg [L066
IAD-53682.1 IA-110571.1 GfuAfuCfuCfcUfAfGfaCfaCfcAfgCfaUfL96 516 908 IA-109297.2 aUfgCfuGfgUfgUfcuaGfgAfgAfuAfcsAfs (1067
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IAD-53683.1 IA-110579.1 GfaGfuGfaCfcAfCfCfgGfgAfaAfuCfgAfL96 932 A-109313.2 uCfgAfuUfuCfcCfgguGfgUfcAfcUfcsUfs

517 g 1068
IAD-53684.1 IA-110587.1 ICfgGfgAfcCfcGFCfUfuCfcAfcAfgAfcAfLI6 518 998 IA-109329.2 uGfuCfuGfuGfgAfagcGfgGfuCfcCfgsUfsc [1069
IAD-53726.1 IA-110594.1 CfcCfuCfaUfaGfGfCfcUfgGfaGfuUfuAfL96 1153 IA-109343.2 uAfaAfcUfcCfaGfgccUfaUfgAfgGfgsUfs

519 9 1070
IAD-53727.1 IA-110602.1 GfuUfuAfuUfcGfGfAfaAfaGfcCfaGfcUfL96 1169 IA-109359.2 aGfcUfgGfcUfuUfuccGfaAfuAfaAfcsUfs

520 c 1071
IAD-53728.1 IA-110610.1 UfgUfgUfgGfaCfCfUfcUfuUfgCfcCfcAfL96 521 1434 IA-109375.2 uGfgGfgCfaAfaGfaggUfcCfaCfaCfasGfsc (1072
IAD-53729.1 IA-110618.1 CfaGfaGfaCfuGfAfUfcCfaCfuUfcUfcUfL96 522 1599 IA-109391.2 aGfaGfaAfgUfgGfaucAfgUfcUfcUfgsCfsc 1073
IAD-53730.1 IA-110626.1 UfcUfgCfcGfgGfCfCfcAfcAfaCfgCfuUfL96 523 1885 IA-109407.2 @AfgCfgUfuGfuGfggcCfcGfgCfaGfasCfsc [1074
IAD-53731.1 IA-110634.1 GfgUfgAfgGfgUfGfUfcUfaCfgCfcAfuUfL96 524 1911 IA-109423.2 @AfuGfgCfgUfaGfacaCfcCfuCfaCfcsCfsc [1L075
IAD-53685.1 IA-110548.1 CfcCfgCfcGfgGfGfAfuAfcCfuCfaCfcAfL96 525 670 IA-109251.2 uGfgUfgAfgGfuAfuccCfcGfgCfgGfgsCfsa [1076
IAD-53687.1 IA-110564.1 CfgAfgGfaGfgAfCfUfcCfuCfuGfuCfuUfL96 526 791 IA-109283.2 @AfgAfcAfgAfgGfaguCfcUfcCfuCfgsAfsu (1077
IAD-53688.1 IA-110572.1 UfaUfcUfcCfuAfGfAfcAfcCfaGfcAfuAfL96 527 909 IA-109299.2 uAfuGfcUfgGfuGfucuAfgGfaGfaUfasCfsa [1078
IAD-53689.1 IA-110580.1 GfgAfaAfuCfgAfGfGfgCfaGfgGfuCfaUfL96 528 944 IA-109315.2 aUfgAfcCfcUfgCfccuCfgAfuUfuCfesCfsg 1079
IAD-53690.1 IA-110588.1 UfcCfaCfaGfaCfAfGfgCfcAfgCfaAfgUfL96 529 1009 A-109331.2 laCfuUfgCfuGfgCfcugUfcUfgUfgGfasAfsg (1080
IAD-53732.1 IA-110595.1 ICfcUfcAfuAfgGfCTCfuGfgAfgUfuUfaUfL96 530 1154 IA-109345.2 aUfaAfaCfuCfcAfggcCfuAfuGfaGfgsGfsu 1081
IAD-53733.1 IA-110603.1 GfgGfcUfgGfgGfUfCfgUfgCfuGfgUfcAfL96 531 1279 A-109361.2 uGfaCfcAfgCfaCfgacCfcCfaGfcCfcsUfsc  [1082
IAD-53734.1 IA-110611.1 GfgGfaGfgAfcAfUfCfaUfuGfgUfgCfcUfL96 532 1456 IA-109377.2 laGfgCfaCfcAfaUfgauGfuCfcUfcCfcsCfsu (1083
IAD-53735.1 IA-110619.1 IAfcUfgAfuCfcAfCfUfuCfuCfuGfcCfaAfL96 533 1604 IA-109393.2 uUfgGfcAfgAfgAfaguGfgAfuCfaGfusCfsu [1084
IAD-53736.1 IA-110627.1 CfuGfcCfgGfgCfCfCfaCfaAfcGfcUfuUfL96 534 1886 IA-109409.2 aAfaGfcGfuUfgUfgggCfcCfgGfcAfgsAfsc (1085
IAD-53737.1 IA-110635.1 IAfgGfgUfgUfcUfAFCfgCfcAfuUfgCfcAfL96 535 1915 IA-109425.2 uGfgCfaAfuGfgCfguaGfaCfaCfcCfusCfsa [1086
IAD-53691.1 IA-110549.1 CfcGfcCfgGfgGfAfUfaCfcUfcAfcCfaAfL96 536 671 IA-109253.2 uUfgGfuGfaGfgUfaucCfcCfgGfcGfgsGfsc [1087
IAD-53692.1 IA-110557.1 GfuUfgCfcCfcAfUfGfuCfgAfcUfaCfaUfL96 537 770 IA-109269.2 aUfgUfaGfuCfgAfcauGfgGfgCfaAfcsUfsu (1088
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IAD-53693.1 IA-110565.1 GfuAfcCfgGfgCfGfGfaUfgAfaUfaCfcAfL96 538 857 IA-109285.2 uGfgUfaUfuCfaUfccgCfcCfgGfuAfcsCfsg 1089
IAD-53694.1 IA-110573.1 UfcUfcCfuAfgAfCTAfcCfaGfcAfuAfcAfL96 539 911 A-109301.2 uGfuAfuGfcUfgGfuguCfuAfgGfaGfasUfsa [1090
IAD-53695.1 IA-110581.1 IAfaUfcGfaGfgGfCfAfgGfgUfcAfuGfgUfL96 540 947 A-109317.2 aCfcAfuGfaCfcCfugcCfcUfcGfaUfusUfsc {1091
IAD-53738.1 IA-110596.1 CfuCfaUfaGfgCfCfUfgGfaGfuUfuAfuUfL96 541 1155 IA-109347.2 laAfuAfaAfcUfcCfaggCfcUfaUfgAfgsGfsg 1092
IAD-53739.1 IA-110604.1 GfgUfcAfcCfgCfUfGfcCfgGfcAfaCfuUfL96 542 1295 IA-109363.2 aAfgUfuGfcCfgGfcagCfgGfuGfaCfcsAfsg (1093
IAD-53740.1 IA-110612.1 IAfcUfgCfaGfcAfCfCfuGfcUfuUfgufgufL96 543 1483 IA-109379.2 laCfaCfaAfaGfcAfgguGfcUfgCfaGfusCfsg (1094
IAD-53741.1 IA-110620.1 IAfuCfcAfcUfuCfUfCfuGfcCfaAfaGfaUfL96 544 1608 IA-109395.2 aUfcUfuUfgGfcAfgagAfaGfuGfgAfusCfsa (1095
IAD-53742.1 IA-110628.1 GfcCfcAfcAfaCfGfCfuUfuUfgGfgGfgUfL96 545 1893 A-109411.2 aCfcCfcCfaAfaAfgcgUfuGfuGfgGfesCisc {1096
IAD-53743.1 IA-110636.1 GfuGfuCfuAfcGfCfCfaUfuGfcCfaGfgUfL96 546 1918 IA-109427.2 laCfcUfgGfcAfaUfggcGfuAfgAfcAfcsCfsc 1097
IAD-53744.1 IA-110644.1 GfgAfaUfgCfaAfAfGfuCfaAfgGfaGfcAfL96 547 2180 IA-109443.2 uGfcUfcCfuUfgAfcuuUfgCfaUfuCfcsAfsg 1098
IAD-53745.1 IA-110652.1 UfgAfuGfgCfcCfUfCfaUfcUfcCfaGfcUfL96 548 2906 IA-109459.2 aGfcUfgGfaGfaUfgagGfgCfcAfuCfasGfsc 1099
IAD-53746.1 IA-110660.1 CfuGfaAfgCfcAfAfGfcCfuCfuUfcUfuAfL96 549 3300 IA-109475.2 uAfaGfaAfgAfgGfcuuGfgCfuUfcAfgsAfsg [1100
IAD-53747.1 IA-110668.1 IAfcUfgUfcCfcUfCfCfuUfgAfgCfaCfcAfL96 550 3511 IA-109491.2 uGfgUfgCfuCfaAfggaGfgGfaCfaGfusUfsg 1101
IAD-53748.1 IA-110676.1 ICfaAfgCfaAfgCfAfGfaCfaUfuUfaUfcUfL96 551 3540 IA-109507.2 laGfaUfaAfaUfgUfcugCfuUfgCfuUfgsGfsg (1102
IAD-53790.1 IA-110683.1 UfaUfcUfuUfuGfGfGfuCfuGfuCfcUfcUfL96 552 3556 IA-109521.2 aGfaGfgAfcAfgAfcccAfaAfaGfaUfasAfsa [1103
IAD-53791.1 IA-110691.1 UfgUfcCfuCfuCfUfGfuUfgCfcUfuUfuUfL96 553 3569 IA-109537.2 @AfaAfaGfgCfaAfcagAfgAfgGfaCfasGfsa [1104
IAD-53792.1 IA-110699.1 UfuGfuAfaCfuUfGfAfaGfaUfaUfuUfaUfL96 554 3620 IA-109553.2 aUfaAfaUfaUfcUfucaAfgUfuAfcAfasAfsa [1105
IAD-53793.1 IA-110707.1 CfuUfuAfcUfcUfFGFCfuCfuAfuGfcCfaAfL96 555 3055 IA-109569.2 uUfgGfcAfuAfgAfgcaGfaGfuAfaAfgsGfsu [1106
IAD-53794.1 IA-110715.1 IAfgGfgGfaAfcAfCfAfgAfcCfaGfgAfaAfL96 556 3370 IA-109585.2 uUfuCfcUfgGfuCfuguGfuUfcCfcCfusUfsc [1107
IAD-53795.1 IA-110723.1 UfuGfgGfuCfuGfUfCfcUfcUfcUfgUfuUfL96 557 3562 IA-109601.2 aAfaCfaGfaGfaGfgacAfgAfcCfcAfasAfsa (1108
IAD-53749.1 IA-110637.1 UfgCfaGfcGfuCfCfAfcAfcAfgCfuCfcAfL96 558 1962 IA-109429.2 uGfgAfgCfuGfuGfuggAfcGfcUfgCfasGfsu [1109
IAD-53750.1 IA-110645.1 IAfaUfcCfcGfgCfCfCfcUfcAfgGfaGfcAfL96 559 2204 IA-109445.2 uGfcUfcCfuGfaGfgggCfcGfgGfaUfusCfsc [1110
IAD-53751.1 IA-110653.1 UfuUfcUfgGfaUfGfGfcAfuCfuAfgCfcAfL96 560 2974 IA-109461.2 uGfgCfuAfgAfuGfccaUfcCfaGfaAfasGfsc [1111
IAD-53752.1 IA-110661.1 GfaAfgCfcAfaGfCfCfuCfuUfcUfuAfcUfL96 561 3302 IA-109477.2 aGfuAfaGfaAfgAfggcUfuGfgCfuUfcsAfsg 1112
IAD-53753.1 IA-110669.1 ICfcAfgCfcCfcAfCfCfcAfaGfcAfaGfcAfL96 562 3529 IA-109493.2 uGfcUfuGfcUfuGfgguGfgGfgCfuGfgsUfsg 1113
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IAD-53754.1 IA-110677.1 IAfaGfcAfaGfcAfGFAfcAfuUfuAfuCfuUfL96 563 3541 IA-109509.2 aAfgAfuAfaAfuGfucuGfcUfuGfcUfusGfsg (1114
IAD-53796.1 IA-110684.1 UfcUfuUfuGfgGfUfCfuGfuCfcUfcUfcUfL96 564 3558 A-109523.2 aGfaGfaGfgAfcAfgacCfcAfaAfaGfasUfsa [1115
IAD-53797.1 IA-110692.1 GfuCfcUfcUfcUfGfUfuGfcCfuUfuUfuAfL96 3570 IA-109539.2 uAfaAfaAfgGfcAfacaGfaGfaGfgAfcsAfs

565 9 1116
IAD-53798.1 IA-110700.1 UfgUfaAfcUfuGfAfAfgAfuAfuUfuAfuUfL96 3621 A-109555.2 aAfuAfaAfuAfuCfuucAfaGfuUfaCfasAfs

566 a 1117
IAD-53799.1 IA-110708.1 UfuUfaCfuCfuGfCfUfcUfaUfgCfcAfgAfL96 567 3056 IA-109571.2 uCfuGfgCfaUfaGfagcAfgAfgUfaAfasGfsg (1118
IAD-53800.1 IA-110716.1 CfcAfaGfcAfaGfCfAfgAfcAfuUfuAfuUfL96 568 3539 IA-109587.2 aAfuAfaAfuGfuCfugcUfuGfcUfuGfgsGfsu 1119
IAD-53801.1 IA-110724.1 UfgGfgUfcUfgUfCfCfuCfuCfuGfuUfgAfL96 3563 IA-109603.2 uCfaAfcAfgAfgAfggaCfaGfaCfcCfasAfs

569 a 1120
IAD-53755.1 IA-110638.1 GfcAfuGfgGfgAfCfCfcGfuGfuCfcAfcUfL96 1996 IA-109431.2 aGfuGfgAfcAfcGfgguCfcCfcAfuGfcsUfs

570 9 1121
IAD-53757.1 IA-110654.1 UfcUfgGfaUfgGfCTAfuCfuAfgCfcAfgAfL96 571 2976 IA-109463.2 uCfuGfgCfuAfgAfugcCfaUfcCfaGfasAfsa [1122
IAD-53758.1 IA-110662.1 IAfaGfcCfaAfgCfCfUfcUfuCfuUfaCfuUfL96 572 3303 IA-109479.2 @AfgUfaAfgAfaGfaggCfuUfgGfcUfusCfsa [1123
IAD-53759.1 IA-110670.1 CfcCfcAfcCfcAfAfGfcAfaGfcAfgAfCAFLO6 573 3533 IA-109495.2 uGfuCfuGfcUfuGfcuuGfgGfuGfgGfgsCfsu [1124
IAD-53760.1 IA-110678.1 IAfgCfaAfgCfaGfAfCfaUfuUfaUfcUfuUfL96 574 3542 IA-109511.2 @AfaGfaUfaAfaUfgucUfgCfuUfgCfusUfsg [1125
IAD-53802.1 IA-110685.1 UfuUfuGfgGfuCfUfGfuCfcUfcUfcUfgUfL96 575 3560 IA-109525.2 aCfaGfaGfaGfgAfcagAfcCfcAfaAfasGfsa [1126
IAD-53803.1 IA-110693.1 UfuUfcUfaGfaCfCfUfgUfuUfuGfcUfuUfL96 576 3600 IA-109541.2 aAfaGfcAfaAfaCfaggUfcUfaGfaAfasAfsg 1127
IAD-53804.1 IA-110701.1 IAfcCfaAfgGfaGfGfCfaGfgAfuUfcUfuUfL96 577 2815 IA-109557.2 aAfaGfaAfuCfcUfgccUfcCfuUfgGfusGfsg 1128
IAD-53805.1 IA-110709.1 UfcAfgCfcAfaCfCFCfgCfuCfcAfcUfaAfL96 578 3161 IA-109573.2 uUfaGfuGfgAfgCfgggUfuGfgCfuGfasGfsa [1129
IAD-53806.1 IA-110717.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 579 3544 IA-109589.2 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1130
IAD-53807.1 IA-110725.1 GfgGfuCfuGfuCfCfUfcUfcUfgUfuGfcAfL96 3564 A-109605.2 uGfcAfaCfaGfaGfaggAfcAfgAfcCfcsAfs

580 a 1131
IAD-53761.1 IA-110639.1 CfcCfaCfaAfgCfCfGfcCfuGfuGfcUfgAfL96 581 2080 IA-109433.2 uCfaGfcAfcAfgGfcggCfuUfgUfgGfgsUfsg [1132
IAD-53762.1 IA-110647.1 GfcUfgGfgGfcUfGfAfgCfuUfuAfaAfaUfL96 582 2481 IA-109449.2 aUfuUfuAfaAfgCfucaGfcCfcCfaGfcsCfsc 1133
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IAD-53763.1 IA-110655.1 GfcUfcUfaUfgCfCfAfgGfcUfgUfgCfuAfL96 583 3064 IA-109465.2 uAfgCfaCfaGfcCfuggCfaUfaGfaGfcsAfsg (1134
IAD-53764.1 IA-110663.1 GfuGfaGfgCfuGfGfGfaAfgGfgGfaAfcAfL96 584 3358 A-109481.2 uGfuUfcCfcCfuUfcccAfgCfcUfcAfesUfsg (1135
IAD-53765.1 IA-110671.1 CfcCfaCfcCfaAfGfCfaAfgCfaGfaCfaUfL96 585 3534 IA-109497.2 laUfgUfcUfgCfuUfgcuUfgGfgUfgGfgsGfsc (1136
IAD-53766.1 IA-110679.1 GfcAfgAfcAfuUfUfAfuCfuUfuUfgGfgUfL96 586 3547 A-109513.2 aCfcCfaAfaAfgAfuaaAfuGfuCfuGfcsUfsu (1137
IAD-53808.1 IA-110686.1 UfuUfgGfgUfcUfGfUfcCfuCfuCfuGfuUfL96 587 3561 A-109527.2 aAfcAfgAfgAfgGfacaGfaCfcCfaAfasAfsg (1138
IAD-53809.1 IA-110694.1 UfuCfuAfgAfcCfUIGfuUfuUfgCfuUfuUfL96 588 3601 IA-109543.2 aAfaAfgCfaAfaAfcagGfuCfuAfgAfasAfsa (1139
IAD-53810.1 IA-110702.1 GfgAfgGfcAfgGfAfUfuCfuUfcCfcAfuUfL96 589 2820 IA-109559.2 aAfuGfgGfaAfgAfaucCfuGfcCfuCfesUfsu {1140
IAD-53811.1 IA-110710.1 CfcUfgCfcAfaGfCfUfcAfcAfcAfgCfaAfL96 590 3247 IA-109575.2 uUfgCfuGfuGfuGfagcUfuGfgCfaGfgsCfsa (1141
IAD-53812.1 IA-110718.1 IAfaGfcAfgAfcAfUfUfuAfuCfuUfuUfgAfL96 591 3545 IA-109591.2 uCfaAfaAfgAfuAfaauGfuCfuGfcUfusGfsc (1142
IAD-53813.1 IA-110726.1 UfcUfaGfaCfcUfGfUfuUfuGfcUfuUfuUfL96 592 3602 IA-109607.2 @AfaAfaGfcAfaAfacaGfgUfcUfaGfasAfsa [1143
IAD-53767.1 IA-110640.1 GfaGfgCfcAfcGfAfGfgUfcAfgCfcCfaAfL96 593 2099 IA-109435.2 uUfgGfgCfuGfaCfcucGfuGfgCfcUfcsAfsg [1144
IAD-53768.1 IA-110648.1 GfgAfgGfuGfcCfAfGfgAfaGfcUfcCfcUfL96 594 2650 IA-109451.2 aGfgGfaGfcUfuCfcugGfcAfcCfuCfcsAfsc [1145
IAD-53769.1 IA-110656.1 ICfuCfaGfcCfaAfCfCfcGfcUfcCfaCfuAfL96 595 3160 IA-109467.2 uAfgUfgGfaGfcGfgguUfgGfcUfgAfgsAfsc [1146
IAD-53770.1 IA-110664.1 GfgCfuGfgGfaAfGfGfgGfaAfcAfcAfgAfLI6 596 3362 IA-109483.2 uCfuGfuGfuUfcCfccuUfcCfcAfgCfesUfsc 1147
IAD-53771.1 A-110672.1 ICfcAfcCfcAfaGfCfAfaGfcAfgAfcAfuUfL96 597 3535 IA-109499.2 @AfuGfuCfuGfcUfugcUfuGfgGfuGfgsGfsg (1148
IAD-53772.1 IA-110680.1 IAfgAfcAfuUfuAfUfCfuUfuUfgGfgUfcUfL96 598 3549 IA-109515.2 aGfaCfcCfaAfaAfgauAfaAfuGfuCfusGfsc [1149
IAD-53814.1 IA-110687.1 GfgUfcUfgUfcCFUfCfuCfuGfuUfgCfcUfL96 599 3565 IA-109529.2 aGfgCfaAfcAfgAfgagGfaCfaGfaCfcsCfsa [1150
IAD-53815.1 IA-110695.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 600 3603 IA-109545.2 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1151
IAD-53816.1 IA-110703.1 GfaGfgCfaGfgAfUfUfcUfuCfcCfaUfgAfL96 601 2821 IA-109561.2 uCfaUfgGfgAfaGfaauCfcUfgCfcUfcsCfsu [1152
IAD-53817.1 IA-110711.1 ICfcAfaGfcUfcAfCfAfcAfgCfaGfgAfaAfL96 602 3251 IA-109577.2 uUfuCfcUfgCfuGfuguGfaGfcUfuGfgsCfsa [1153
IAD-53818.1 IA-110719.1 IAfgCfaGfaCfaUfUfUfaUfcUfuUfuGfgAfL96 603 3546 IA-109593.2 uCfcAfaAfaGfaUfaaaUfgUfcUfgCfusUfsg [1154
IAD-53819.1 IA-110727.1 GfuAfaCfuUfgAfAfGfaUfaUfuUfaUfuUfL96 604 3622 IA-109609.2 aAfaUfaAfaUfaUfcuuCfaAfgUfuAfcsAfsa 1155
IAD-53773.1 IA-110641.1 CfaCfgAfgGfuCfAfGfcCfcAfaCfcAfgUfL96 605 2104 IA-109437.2 aCfuGfgUfuGfgGfcugAfcCfuCfgUfgsGfsc (1156
IAD-53774.1 IA-110649.1 IAfcUfgUfgGfgGfCfAfuUfuCfaCfcAfuUfL96 606 2676 IA-109453.2 aAfuGfgUfgAfaAfugcCfcCfaCfaGfusGfsa 1157
IAD-53776.1 IA-110665.1 GfaAfgGfgGfaAfCfAfcAfgAfcCfaGfgAfL96 607 3368 IA-109485.2 uCfcUfgGfuCfuGfuguUfcCfcCfuUfcsCfsc [1158
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IAD-53777.1 IA-110673.1 ICfaCfcCfaAfgCfAfAfgCfaGfaCfaUfuUfL96 608 3536 IA-109501.2 laAfaUfgUfcUfgCfuugCfuUfgGfgUfgsGfsg (1159
IAD-53778.1 IA-110681.1 IAfcAfuUfuAfuCfUfUfuUfgGfgUfcUfgUfL96 609 3551 A-109517.2 laCfaGfaCfcCfaAfaagAfuAfaAfuGfusCfsu (1160
IAD-53820.1 IA-110688.1 GfuCfuGfuCfcUfCfUfcUfgUfuGfcCfuUfL96 610 3566 A-109531.2 lpAfgGfcAfaCfaGfagaGfgAfcAfgAfcsCfsc 1161
IAD-53821.1 IA-110696.1 UfaGfaCfcUfgUfUfUfuGfcUfuUfuGfuAfL96 611 3604 IA-109547.2 uAfcAfaAfaGfcAfaaaCfaGfgUfcUfasGfsa (1162
IAD-53822.1 IA-110704.1 CfuUfuCfuGfgAfUfGfgCfaUfcUfaGfcAfL96 612 2973 IA-109563.2 uGfcUfaGfaUfgCfcauCfcAfgAfaAfgsCfsu [1163
IAD-53823.1 IA-110712.1 IAfaGfcUfcAfcAfCfAfgCfaGfgAfaCfuUfL96 613 3253 IA-109579.2 laAfgUfuCfcUfgCfuguGfuGfaGfcUfusGfsg (1164
IAD-53824.1 IA-110720.1 GfaCfaUfuUfaUfCfUfuUfuGfgGfuCfuUfL96 614 3550 IA-109595.2 aAfgAfcCfcAfaAfagaUfaAfaUfgUfcsUfsg 1165
IAD-48400.4 IA-98247.3 UfuUfuCfuAfgAfcCfuGfuUfuUfgCfuUfL96 615 IA-93455.5 aAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuAfgAfaAfasGfsu (1166
IAD-53779.1 IA-110642.1 GfgGfaGfgCfcAfGfCfaUfcCfaCfgCfuUfL96 616 2137 IA-109439.2 laAfgCfgUfgGfaUfgcuGfgCfcUfcCfesUfsg 1167
IAD-53780.1 IA-110650.1 ICfcAfcCfaAfgGfAfGfgCfaGfgAfuUfcUfL96 617 2813 IA-109455.2 aGfaAfuCfcUfgCfcucCfuUfgGfuGfgsAfsg (1168
IAD-53781.1 IA-110658.1 GfcCfaAfgCfuCfAfCfaCfaGfcAfgGfaAfL96 618 3250 IA-109471.2 uUfcCfuGfcUfgUfgugAfgCfuUfgGfcsAfsg [1169
IAD-53782.1 IA-110666.1 IAfaGfgGfgAfaCfAfCfaGfaCfcAfgGfaAfL96 619 3369 IA-109487.2 uUfcCfuGfgUfcUfgugUfuCfcCfcUfusCfsc [1170
IAD-53783.1 IA-110674.1 IAfcCfcAfaGfcAfAfGfcAfgAfcAfuUfuAfLO6 620 3537 IA-109503.2 uAfaAfuGfuCfuGfcuuGfcUfuGfgGfusGfsg [1171
IAD-53784.1 IA-110682.1 UfuUfaUfcUfuUfUfGfgGfuCfuGfuCfcUfL96 621 3554 IA-109519.2 aGfgAfcAfgAfcCfcaaAfaGfaUfaAfasUfsg 1172
IAD-53825.1 IA-110689.1 UfcUfgUfcCfuCfUfCfuGfuUfgCfcUfuUfL96 622 3567 IA-109533.2 @AfaGfgCfaAfcAfgagAfgGfaCfaGfasCfsc [1173
IAD-53826.1 IA-110697.1 UfuUfuGfuAfaCfUfUfgAfaGfaUfaUfuUfL96 3618 IA-109549.2 @AfaUfaUfcUfuCfaagUfuAfcAfaAfasGfs

623 c 1174
IAD-53827.1 IA-110705.1 UfuCfuGfgAfuGfGfCfaUfcUfaGfcCfaAfL96 2975 IA-109565.2 uUfgGfcUfaGfaUfgccAfuCfcAfgAfasAfs

624 o] 1175
IAD-53828.1 IA-110713.1 UfgAfaGfcCfaAfGfCfcUfcUfuCfuUfaAfL96 625 3301 IA-109581.2 uUfaAfgAfaGfaGfgcuUfgGfcUfuCfasGfsa [1176
IAD-53829.1 IA-110721.1 UfuAfuCfuUfuUfGfGfgUfcUfgUfcCfuUfL96 626 3555 IA-109597.2 aAfgGfaCfaGfaCfccaAfaAfgAfuAfasAfsu 1177
IAD-53830.1 IA-110872.1 UfuUfuCfuAfgAfCfCfuGfuUfuUfgCfuUfL96 627 A-110873.1 aAfgCfaAfaAfcAfgguCfuAfgAfaAfasGfsu 1178
IAD-53785.1 IA-110643.1 IAfuCfcAfcGfcUfUfCfcUfgCfuGfcCfaUfL96 628 2148 IA-109441.2 aUfgGfcAfgCfaGfgaaGfcGfuGfgAfusGfsc (1179
IAD-53786.1 IA-110651.1 CfaCfcAfaGfgAfGfGfcAfgGfaUfuCfuUfL96 629 2814 IA-109457.2 aAfgAfaUfcCfuGfccuCfcUfuGfgUfgsGfsa (1180
IAD-53787.1 IA-110659.1 CfaAfgCfuCfaCfAfCfaGfcAfgGfaAfcUfL96 630 3252 IA-109473.2 aGfuUfcCfuGfcUfgugUfgAfgCfuUfgsGfsc (1181
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IAD-53788.1 IA-110667.1 GfgGfaAfcAfcAfGfAfcCfaGfgAfaGfcUfL96 631 3372 A-109489.2 aGfcUfuCfcUfgGfucuGfuGfuUfcCfesCfsu (1182
IAD-53789.1 IA-110675.1 CfcCfaAfgCfaAfGfCfaGfaCfaUfuUfaUfL96 632 3538 IA-109505.2 laUfaAfaUfgUfcUfgcuUfgCfuUfgGfgsUfsg 1183
IAD-53831.1 IA-110690.1 CfuGfuCfcUfcUfCfUfgUfuGfcCfuUfuUfL96 633 3568 IA-109535.2 aAfaAfgGfcAfaCfagaGfaGfgAfcAfgsAfsc (1184
IAD-53832.1 IA-110698.1 UfuUfgUfaAfcUfUfGfaAfgAfuAfuUfuAfL96 634 3619 A-109551.2 uAfaAfuAfuCfuUfcaaGfuUfaCfaAfasAfsg (1185
IAD-53833.1 IA-110706.1 CfuGfgAfuGfgCfAfUfcUfaGfcCfaGfaAfL96 635 2977 IA-109567.2 uUfcUfgGfcUfaGfaugCfcAfuCfcAfgsAfsa [1186
IAD-53834.1 A-110714.1 IANfgUfgAfgGfcUfGfGfgAfaGfgGfgAfaAfL96 636 3357 IA-109583.2 uUfuCfcCfcUfuCfccaGfcCfuCfaCfusGfsu (1187
IAD-53835.1 IA-110722.1 IAfuCfuUfuUfgGfGfUfcUfgUfcCfuCfuUfL96 637 3557 IA-109599.2 aAfgAfgGfaCfaGfaccCfaAfaAfgAfusAfsa (1188
IAD-48399.1 IA-100981.1 CfaCfuUfaCfgCfuGfaGfuAfcUfuCfgAfL96 638 IA-100982.1 uCfgAfaGfuAfcUfcAfgCfgUfaAfgUfgsAfsu [1189
IAD-53815.5 IA-110695.11 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 639 3603 IA-109545.18 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1190
IAD-53815.4 IA-110695.4 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 640 3603 IA-109545.5 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1191
IAD-56633.1 IA-115520.2 icuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 641 3603 IA-109545.6 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1192
IAD-56617.1 IA-115535.1 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 642 3603 IA-109545.7 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1193
IAD-56623.1 IA-115536.1 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgcuUfuUfgulL96 643 3603 IA-109545.8 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1194
IAD-56629.1 IA-115537.1 CfuagAfccuGfUfUfuUfgcuUfuUfgulL96 644 3603 IA-109545.9 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1195
IAD-56635.1 IA-115538.1 CfuagAfccuGfUfUfuugcuUfuugulL96 645 3603 IA-109545.10 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1196
IAD-56641.1 IA-115539.1 CfuagaccuGfUfUfuugcuuuugul 96 646 3603 IA-109545.11 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1197
IAD-56625.1 IA-115542.1 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 647 3603 IA-109545.12 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1198
IAD-56631.1 IA-115543.1 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGfCfuUfuUfgUfL96 (648 3603 A-109545.13 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa 1199
IAD-56637.1 IA-115544.1 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGICfuUfUfUfgUfL96 (649 3603 IA-109545.14 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1200
IAD-56643.1 IA-115545.1 CfuAFGFAfCICIuGFUfUfuUfGFCfuUfUfUfGIUL96 (650 3603 IA-109545.15 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1201
IAD-56649.1 IA-115546.1 CIUTAfGFAFCFCfuGFUfUfuUFGFCTUUfUfUfGIUfL9 3603 IA-109545.16 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa

6 651 1202
IAD-56655.1 IA-115547.1 CIUTAFGFAfCICIUTGIUTUfUfUfGFCTUFUfUfUfGf 3603 IA-109545.17 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa

UfL96 652 1203
IAD-56615.1 IA-110695.5 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 653 3603 A-115519.1 lacaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa 1204
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IAD-56621.1 IA-115520.1 cuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 654 3603 A-115519.2 acaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa  [1205
IAD-56627.1 IA-115521.1 cuAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuUfuugUfL96 655 3603 A-115519.3 acaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa  [1206
IAD-56639.1 IA-115520.3 cuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 656 3603 A-115522.1 IACfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1207
IAD-56645.1 IA-110695.6 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 657 3603 A-115522.2 IACfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1208
IAD-56651.1 IA-115523.1 (iC)uAfgAfcCfuGFUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3603 A-115524.1 (iA)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsA

658 fs(iA) 1209
IAD-56610.1 IA-115523.2 (iC)uAfgAfcCfuGFUfUfuUfgCfuUfuUfgUFL96 3603 IA-115525.1 laCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfs(iA

659 1210
IAD-56616.1 IA-115523.3 (iC)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96  [660 3603 IA-115526.1 lacaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfs(iA) 1211
IAD-56622.1 IA-115527.1 (iC)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 661 3603 IA-115526.2 lacaAfaAfgcaAfaacAfgGfUCTUAfgsAfs(iA) (1212
IAD-56628.1 IA-115527.2 (iC)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 3603 IA-115528.1 (iA)caAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfs(iA

662 1213
IAD-56634.1 IA-115529.1 CbuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3603 IA-115530.1 IAbCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAf

663 SAb 1214
IAD-56640.1 IA-115529.2 CbuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 664 3603 IA-115531.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsAb 1215
IAD-56646.1 IA-115529.3 CbuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 665 3603 IA-115532.1 lacaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsAb  [1216
IAD-56652.1 IA-115533.1 CbuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 666 3603 IA-115532.2 lacaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsAb 1217
IAD-56611.1 IA-115533.2 CbuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 667 3603 A-115534.1 (IA)caAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsAb 1218
IAD-56647.1 IA-110695.7 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 668 3603 A-115540.1 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1219
IAD-56653.1 IA-115535.2 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 669 3603 A-115540.2 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1220
IAD-56612.1 IA-115536.2 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgcuUfuUfguL96 670 3603 A-115540.3 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1221
IAD-56618.1 IA-115537.2 CfuagAfccuGfUfUfuUfgcuUfuUfgulL 96 671 3603 A-115540.4 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1222
IAD-56624.1 IA-115538.2 CfuagAfccuGfUfUfuugcuUfuugulL96 672 3603 A-115540.5 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1223
IAD-56630.1 IA-115539.2 CfuagaccuGfUfUfuugcuuuugulL 96 673 3603 A-115540.6 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1224
IAD-56636.1 IA-110695.8 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 674 3603 A-115541.1 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1225
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IAD-56642.1 IA-115535.3 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 675 3603 A-115541.2 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1226
IAD-56648.1 IA-115536.3 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgcuUfuUfguL96 676 3603 A-115541.3 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1227
IAD-56654.1 IA-115537.3 CfuagAfccuGfUfUfuUfgcuUfuUfgulL 96 677 3603 A-115541.4 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1228
IAD-56613.1 IA-115538.3 ICfuagAfccuGfUfUfuugcuUfuugulL96 678 3603 A-115541.5 laCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1229
IAD-56619.1 IA-115539.3 ICfuagaccuGfUfUfuugcuuuugul 96 679 3603 IA-115541.6 laCfaaaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsasa (1230
IAD-56614.1 IA-110695.9 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 680 3603 A-115548.1 aCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsall231
IAD-56620.1 IA-115542.2 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 681 3603 IA-115548.2 laCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsall232
IAD-56626.1 IA-115543.2 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGfCfuUfuUfgUfL96 (682 3603 IA-115548.3 laCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsall233
IAD-56632.1 IA-115544.2 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGfCfuUfUfUfgUfL96 (683 3603 IA-115548.4 laCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsall234
IAD-56638.1 IA-115545.2 CUATGFAfCFCfuGFUfUfUUfGFCUUfUfUfGIUfL96 684 3603 A-115548.5 laCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsall235
IAD-56644.1 IA-115546.2 CIUFAfGFAFCFCTuGFUfUfuUfGFCTUfUfUfUfGFUL9 3603 A-115548.6 aCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsa
6 685 1236
IAD-56650.1 IA-115547.2 CFUFAfGFAfCFCIUfGFUfUfUTUFGFCTUfUfUfUTGE 3603 A-115548.7 aCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsa
UfL96 686 1237

IAD-56656.1 IA-110695.10 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3603 A-115549.1 aCfaAfAfAfGfCfaAfaacAfgGfUFCfuAfgsAfs

687 a 1238
IAD-56662.1 IA-115542.3 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 3603 A-115549.2 aCfaAfAfAfGfCfaAfaacAfgGfUFCfuAfgsAfs

688 a 1239
IAD-56668.1 IA-115543.3 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGfCfuUfuUfgUfL96 3603 IA-115549.3 aCfaAfATAfGICfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfs

689 a 1240
IAD-56673.1 IA-115544.3 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfGfFCfuUfUfUfgUfL96 3603 IA-115549.4 aCfaAfATAfGICfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfs

690 a 1241
IAD-56678.1 IA-115545.3 ICIuAFGFAFCFCIuGTUfUfuUfGFCluUfUfUfGIUfL96 3603 IA-115549.5 aCfaAfAfAfGfCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfs

691 a 1242
IAD-56683.1 IA-115546.3 ICIUFAFGFAFCFCIuGFUfUfuUfGFCFUFUfUfUfGFUfL96 3603 IA-115549.6 aCfaAfAfAfGfCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfs

692 a 1243

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 227/294

L/l2/1¢c



Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3

IAD-56688.1 IA-115547.3 CTUTATGFATCICTUTGIUTUTUfUfGFCTUTUTUfUTGE 3603 IA-115549.7 aCfaAfATAfGICfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfs

UfL96 693 a 1244
IAD-56657.1 IA-115550.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 694 3603 A-115551.1 aCfAfAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1245
IAD-56663.1 IA-115552.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuuuUfgUfL96 695 3603 A-115553.1 aCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1246
IAD-56669.1 IA-115554.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuUfuUfgUfL96 696 3603 A-115555.1 aCfaAfaAfGfCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1247
IAD-56674.1 IA-115556.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuUfuUfgUfL96 697 3603 A-115557.1 aCfaAfaAfgCfAfAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1248
IAD-56679.1 IA-115558.1 CfuAfgAfccuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 698 3603 A-115559.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfGfGfuCfuAfgsAfsa (1249
IAD-56684.1 IA-115560.1 CfuAfgacCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 699 3603 A-115561.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfUfCfuAfgsAfsa {1250
IAD-56689.1 IA-115535.4 CfuagAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 700 3603 A-115562.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfUfAfgsAfsa [1251
IAD-56693.1 IA-115520.4 icuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 701 3603 IA-115563.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfGfsAfsa (1252
IAD-56658.1 IA-115564.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfUfUfgUfL96 702 3603 IA-115565.1 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1253
IAD-56664.1 IA-115566.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfUfUfuUfgUfL96 703 3603 IA-115567.1 aCfaAfaagCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1254
IAD-56670.1 IA-115568.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfGfFCfuUfuUfgUfL96 704 3603 IA-115569.1 aCfaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa [1255
IAD-56680.1 IA-115572.1 CfuAfgAfcCfUFGFUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 705 3603 IA-115573.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacagGfuCfuAfgsAfsa [1256
IAD-56685.1 IA-115574.1 CfuAfgAfCfCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 706 3603 IA-115575.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgguCfuAfgsAfsa (1257
IAD-56690.1 IA-115542.4 CfuAfGfAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 707 3603 IA-115576.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfucuAfgsAfsa [1258
IAD-56694.1 IA-115577.1 CfUfAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 708 3603 IA-115578.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuagsAfsa [1259
IAD-56659.1 IA-110695.12 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 709 3603 A-115579.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1260
IAD-56665.1 IA-115580.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 710 3605 A-115581.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg 1261
IAD-56671.1 IA-115582.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 711 3605 A-115583.1 aCfAfAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg (1262
IAD-56676.1 IA-115584.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuuuUfguUfL96 712 3605 A-115585.1 aCfaAfAfAfgCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg (1263
IAD-56681.1 IA-115586.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuUfuUfgUfL96 713 3605 A-115587.1 aCfaAfaAfGfCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg (1264
IAD-56686.1 IA-115588.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuUfuUfgufL96 714 3605 A-115589.1 aCfaAfaAfgCfAfAfaacAfgGfuCfusAfsg (1265
IAD-56691.1 IA-115590.1 IAfgAfccuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 715 3605 A-115591.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfGfGfuCfusAfsg (1266
IAD-56695.1 IA-115592.1 IAfgacCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 716 3605 A-115593.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfUfCfusAfsg (1267
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IAD-56660.1 IA-115594.1 agAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 717 3605 A-115595.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfUfsAfsg (1268
IAD-56666.1 IA-115596.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfUfUfgUfL96 718 3605 A-115597.1 aCfaaaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg 1269
IAD-56672.1 IA-115598.1 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfUfUfuUfgUfL96 719 3605 A-115599.1 aCfaAfaagCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg 1270
IAD-56677.1 IA-115600.1 IAfgAfcCRuGFUTUfUUTGFCTUUfuUfgUFL96 720 3605 A-115601.1 aCfaAfaAfgcaAfaacAfgGfuCfusAfsgy  [1271
IAD-56682.1 IA-115602.1 IAfgAfcCRuGFUfUfURUfgCRuUfuUfgUfL96 721 3605 A-115603.1 aCfaAfaAfgCfaaaacAfgGfuCfusAfsgy  [1272
IAD-56687.1 IA-115604.1 IAfgAfcCfUfGFUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 722 3605 A-115605.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacagGfuCfusAfsg 1273
IAD-56692.1 IA-115606.1 IAfgAfCTCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 723 3605 A-115607.1 laCfaAfaAfgCfaAfaacAfgguCfusAfsg 1274
IAD-56696.1 IA-115608.1 IAfGfAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 724 3605 IA-115609.1 laCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfucusAfsg 1275
IAD-56661.1 IA-115580.2 IAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 725 3605 A-115610.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1276
IAD-56667.1 A-115611.1 lgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 726 3605 A-115612.1 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfausa 1277
IAD-53806.11 IA-110717.10 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 727 3544 IA-109589.15 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1278
IAD-53806.13 A-110717.11 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 728 3544 IA-109589.10 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1279
IAD-53806.12 IA-110717.12 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 729 3544 IA-109589.22 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1280
IAD-53806.5 A-110717.4 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 730 3544 IA-109589.5 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1281
IAD-53806.6 IA-110717.5 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 731 3544 IA-109589.7 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1282
IAD-53806.7 IA-110717.6 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 732 3544 IA-109589.8 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1283
IAD-53806.8 A-110717.7 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 733 3544 IA-109589.9 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1284
IAD-53806.9 IA-110717.8 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 734 3544 IA-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1285
IAD-53806.10 IA-110717.9 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 735 3544 IA-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1286
IAD-56979.1 IA-116393.1 caAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 736 3544 IA-109589.6 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1287
IAD-56979.2 IA-116393.2 caAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 737 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1288
IAD-56975.3 IA-116394.1 (iC)aAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (738 3544 IA-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1289
IAD-56975.4 IA-116394.2 (iC)aAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (739 3544 A-109589.15 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1290
IAD-56975.5 IA-116394.3 (iC)aAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (740 3544 IA-109589.22 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1291
IAD-56975.1 IA-116394.4 (iC)aAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (741 3544 IA-109589.5 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1292

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pag. 229/294

L/12/ecc



Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3

IAD-56975.2 IA-116394.5 (iC)aAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (742 3544 IA-109589.6 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1293
IAD-56983.1 IA-116400.1 CbaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 743 3544 IA-109589.7 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1294
IAD-56983.2 IA-116400.2 CbaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 744 3544 A-109589.8 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1295
IAD-56983.3 IA-116400.3 CbaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 745 3544 A-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1296
IAD-56983.4 IA-116400.4 CbaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 746 3544 A-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1297
IAD-56983.5 IA-116400.5 CbaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 747 3544 IA-109589.15 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1298
IAD-56977.3 IA-116406.1 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 748 3544 IA-109589.10 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1299
IAD-56977.1 IA-116406.2 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 749 3544 IA-109589.11 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1300
IAD-56977.2 IA-116406.3 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 750 3544 IA-109589.18 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1301
IAD-56976.1 IA-116407.1 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 751 3544 IA-109589.11 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1302
IAD-56976.2 IA-116407.2 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 752 3544 IA-109589.12 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1303
IAD-56980.1 IA-116408.1 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 753 3544 IA-109589.12 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1304
IAD-56980.2 IA-116408.2 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 754 3544 IA-109589.13 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1305
IAD-56984.1 IA-116409.1 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuuuUfL96 755 3544 IA-109589.13 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1306
IAD-56984.2 IA-116409.2 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuuuUfL96 756 3544 IA-109589.14 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1307
IAD-56987.1 IA-116410.1 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuuuul96 757 3544 IA-109589.14 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1308
IAD-56987.2 IA-116410.2 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucUfuuuul96 758 3544 IA-109589.9 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu [1309
IAD-56991.1 IA-116415.1 CfaagCfagaCfAfUfuUfaucuuuuulL96 759 3544 A-109589.15 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1310
IAD-56993.1 IA-116416.1 CfaagcagaCfAfUfuUfaucuuuuul 96 760 3544 A-109589.16 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1311
IAD-56995.1 IA-116417.1 CfaagcagaCfAfUfuuaucuuuuulL96 761 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1312
IAD-56978.1 IA-116418.1 CfaAfGfCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 762 3544 A-109589.18 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1313
IAD-56978.2 IA-116418.2 CfaAfGfCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 763 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1314
IAD-56981.1 IA-116419.1 CfaAfGfCfaGfaCfAfUfuUfAfUfcUfuUfuUfL96 (764 3544 IA-109589.19 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1315
IAD-56985.1 IA-116420.1 CfaAfGfCfaGfaCfAfUfuUfAfUfCfUfuUfuUfL96 (765 3544 A-109589.20 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1316
IAD-56988.1 IA-116421.1 CfaAfGFCfAfGfaCfAfUfuUfAfUfCfUfuUfuUfL96 (766 3544 A-109589.21 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1317
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IAD-56988.2 IA-116421.2 CfaAfGFCTAfGfaCfAfUfuUUfATUFCIUTfuUfuUfL96 (767 3544 A-109589.9 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1318
IAD-56988.3 IA-116421.3 CfaAfGFCTAfGfaCfAfUfuUUfATUFCUfuUfuUfL96 (768 3544 A-109589.15 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1319
IAD-56982.1 IA-116426.1 CfaAfgcaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 769 3544 A-109589.19 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1320
IAD-56982.2 IA-116426.2 CfaAfgcaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 770 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1321
IAD-56986.1 IA-116428.1 CfaAfgCfagaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 771 3544 A-109589.20 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1322
IAD-56986.2 IA-116428.2 CfaAfgCfagaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 772 3544 IA-109589.17 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1323
IAD-56989.1 IA-116430.1 CfaAfgCfaGfacAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 773 3544 IA-109589.21 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1324
IAD-56990.1 IA-116432.1 CfaAfgCfaGfaCfAfuuUfaUfcUfuUfuUfL96 774 3544 IA-109589.9 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1325
IAD-56992.1 IA-116434.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 775 3544 IA-109589.15 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1326
IAD-56992.2 IA-116434.2 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaucUfuUfuUfL96 776 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1327
IAD-56994.1 IA-116436.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuuuUfL96 777 3544 IA-109589.22 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1328
IAD-56994.2 IA-116436.2 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuuuUfL96 778 3544 IA-109589.23 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1329
IAD-56996.1 IA-116438.1 caagCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 779 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1330
IAD-57001.1 IA-116440.1 CfaAfgcagaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 780 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1331
IAD-57007.1 A-116442.1 CfaAfgCfaGfaCfAfuuuaUfcUfuUfuUfL96 781 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1332
IAD-57013.1 A-116444.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaucuuUfuUfL96 782 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1333
IAD-57019.1 A-116446.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuuuul 96 783 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1334
IAD-57022.1 IA-116448.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 784 3544 IA-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1335
IAD-57025.1 IA-116449.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfCfUfuUfuUfL96 785 3544 IA-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1336
IAD-56997.1 IA-116450.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfAfUfcUfuUfuUfL96 786 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1337
IAD-57002.1 IA-116452.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfUfUfaUfcUfuUfuUfL96 787 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1338
IAD-57008.1 IA-116453.1 CfaAfgCfaGfAfCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 788 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1339
IAD-57014.1 IA-116454.1 CfaAfgCfAfGFAfCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 (789 3544 IA-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1340
IAD-57020.1 IA-116455.1 CfAfAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 790 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1341
IAD-57020.2 IA-116455.2 CfAfAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 791 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1342
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IAD-57026.1 IA-116457.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcuuUfuUfL96 792 3544 IA-109589.23 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1343
IAD-57003.1 IA-116460.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuuaUfcUfuUfuUfL96 793 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1344
IAD-57009.1 IA-116462.1 CfaAfgCfaGfaCfauuUfaUfcUfuUfuUfL96 794 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1345
IAD-57015.1 IA-116464.1 CfaAfgCfaGfacaUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 795 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu {1346
IAD-57023.1 IA-116467.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaucUfUfUfuUfL96 796 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1347
IAD-57027.1 IA-116469.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuuaUfcUfUfUfuUfL96 797 3544 IA-109589.23 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1348
IAD-56998.1 IA-116471.1 ICfaAfgCfagaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 798 3544 IA-109589.17 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1349
IAD-57004.1 IA-116473.1 ICfaAfgcaGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 799 3544 IA-109589.17 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1350
IAD-57010.1 IA-116475.1 CfaagCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 800 3544 IA-109589.17 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1351
IAD-57016.1 A-116477.1 caAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 801 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1352
IAD-56999.2 IA-116479.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfAfUfcUfUfUfuUfL96 802 3544 A-109589.17 lpAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1353
IAD-56999.1 IA-116479.2 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfAfUfcUfUfUfuUfL96 803 3544 A-109589.17 lpAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1354
IAD-57021.1 IA-116481.1 CfaAfgCfAfGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96  [804 3544 A-109589.23 lpAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu 1355
IAD-57024.1 IA-116483.1 CfaAfGfCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfUfUfuUfL96 805 3544 A-109589.23 lpAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1356
IAD-57005.1 IA-116486.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfCfUfuuuUfL96 806 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu (1357
IAD-57011.1 IA-116488.1 CfaAfgCfaGfaCfAfUfuuaUfCfUfuUfuUfL96 807 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1358
IAD-57017.1 IA-116490.1 CfaAfGfCfagaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 808 3544 IA-109589.17 @AfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu  [1359
IAD-57000.2 IA-116492.1 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUfaUfcUf(Teo) 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
Uf(Teo)UfL96 809 1360
IAD-57000.3 IA-116492.2 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUfaUfcUf(Teo) 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
Uf(Teo)UfL96 810 1361
IAD-57000.1 IA-116492.3 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUfaUfcUf(Teo) 3544 A-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
Uf(Teo)UfL96 811 1362
IAD-57006.2 IA-116494.1 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUf(Aeo)Uf(m5C 3544 A-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
leo)Uf(Teo)Uf(Teo)UfLI6 812 1363
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IAD-57006.3 IA-116494.2 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUf(Aeo)Uf(m5C 3544 IA-109589.23 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
leo)Uf(Teo)Uf(Teo)UfLI6 813 1364
IAD-57006.1 IA-116494.3 Cf(Ae0)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUf(Aeo)Uf(m5C 3544 IA-109589.17 laAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
leo)Uf(Teo)Uf(Teo)UfLI6 814 1365
IAD-57012.1 IA-116498.1 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUfaUfcUf(Teo) 3544 IA-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
Uf(Teo)UbL96 815 1366
IAD-57018.1 IA-116500.1 Cf(Aeo)Af(Geo)CfaGfaCfAfUfuUf(Aeo)Uf(m5C 3544 IA-109589.17 aAfaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgsCfsu
leo)Uf(Teo)Uf(Teo)UbL96 816 1367
IAD-53815.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 817 3601 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsAfsa (1368
IAD-57928.40 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (818 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1369
IAD-59182.5 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuuuugulL96 819 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1370
IAD-59184.3 CfsusAfgAfcCfuGfuUfuugCfuuuugulL96 820 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1371
IAD-59186.3 CfsusAfgAfcCfuGfUfuuugCfuuuugulL96 821 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1372
IAD-59171.13 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuugulL 96 822 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1373
IAD-59176.7 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugcuuuugulL96 823 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1374
IAD-59170.7 Cfsusagac CfuGfuuuugCfuuuugulL 96 824 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1375
IAD-59175.7 CfsusagacCfuGfuuuugcuuuugulL96 825 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1376
IAD-59179.7 csusagacCfuGfuuuugcuuuugulL96 826 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1377
IAD-59218.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuuguL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfAfAfcAfgGfuCfuAfgs
827 asa 1378
IAD-59222.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugcuuuugulL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfAfAfcAfgGfuCfuAfgs
828 asa 1379
IAD-59226.1 Cfsusagac CfuGfuuuugCfuuuuguL96 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfAfAfcAfgGfuCfuAfgs
829 asa 1380
IAD-59230.1 ICfsusagac CfuGfuuuugcuuuugulL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfAfAfcAfgGfuCfuAfgs
830 asa 1381
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IAD-59235.1 csusagacCfuGfuuuugcuuuugulL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfAfAfcAfgGfuCfuAfgs

831 asa 1382
IAD-59207.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuugulL 96 832 3601 lasCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasa(l383
IAD-59211.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugcuuuugulL96 833 3601 lasCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasa(l384
IAD-59215.1 Cfsusagac CfuGfuuuugCfuuuuguL 96 834 3601 lasCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasall385
IAD-59219.1 ICfsusagac CfuGfuuuugcuuuugulL96 835 3601 lasCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasall 386
IAD-59223.1 csusagacCfuGfuuuugcuuuugulL 96 836 3601 lasCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasall 387
IAD-59181.5 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgsUfL96 837 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1388
IAD-59172.5 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfsgsUfL96 (838 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1389
IAD-59177.5 ICfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfsuUfsuUfsgsUfL96 (839 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1390
IAD-59180.5 CfsusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfsuUfsuUfsgsUfsL9 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa

6 840 1391

IAD-59183.5 ICfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfsgsUfsL96 (841 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1392
IAD-59185.5 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfsL96 842 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1393
IAD-59173.5 (CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuuuugsulL 96 843 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1394
IAD-59232.1 (CfsusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 3600 PasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsas

844 a 1395
IAD-59236.1 (CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg

845 sasa 1396
IAD-59216.1 (CfsusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgsUfL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg

846 sasa 1397
IAD-59220.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfsgsUfL96 3601 asCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg

847 sasa 1398
IAD-59224.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfsuUfsuUfsgsUfL96 3601 asCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg

848 sasa 1399
IAD-59228.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfsuUfsuUfsgsUfsL9 (849 3601 asCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg (1400
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6 sasa
IAD-59233.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfsgsUfsL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg
850 sasa 1401
IAD-59237.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfsL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg
851 sasa 1402
IAD-59209.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuuuugsulL 96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAfg
852 sasa 1403
IAD-59208.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsusAf
853 gsasa 1404
IAD-59212.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3600 PasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfsuAf
854 gsasa 1405
IAD-59210.1 csusAGAccuGuuuuGcuuuuGulL96 855 3601 IASCSAAAAGCAAAACAGGuUCUAGsasa  [1406
IAD-59214.1 IAsGsAccuGuuuuGcuuuuGuL96 856 3603 IASCSAAAAGCAAAACAGGuUCUSASG 1407
IAD-59227.1 CfsusAfGfAfccuGfuuuuGfcuuuuGfuL96 3601 asCTisAfATAFATGICAFATAFATCATGIGfucuAf
857 Gfsasa 1408
IAD-59231.1 CfsusAfGfAfccuGfuuuuGfcuuuuGfuL96 3601 asCsAfATAFAfGfcAfAfaacAfGTGTucuAfG
858 fsasa 1409
IAD-59198.3 (C3m)usAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa
6 859 1410
IAD-59200.3 (C3m)(U3m)AfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguU 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa
fL96 860 1411
IAD-59203.3 (m5Cam)usAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguf 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa
L96 861 1412
IAD-59204.3 (m5Cam)(Tam)AfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUf 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa
gUfL96 862 1413
IAD-59188.3 (m5Cams)(Tams)AfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfu(863 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1414
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UfguUfL96
IAD-59191.3 (m5Cams)usAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfg 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa
UfL96 864 1415

IAD-59213.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(A3

865 m)a 1416
IAD-59217.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(G3m)

866 (A3m)a 1417
IAD-59221.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(Aa

867 m)a 1418
IAD-59225.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(Gam)

868 (Aam)a 1419
IAD-59229.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(Aa

869 ms)a 1420
IAD-59234.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(Gams

870 (Aams)a 1421
IAD-59238.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 (A3m)CfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs

871 asa 1422
IAD-59241.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 las(C3m)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsa

872 sa 1423
IAD-59245.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 (Aam)CfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs

873 asa 1424
IAD-59250.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 las(m5Cam)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf

874 gsasa 1425
IAD-59246.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 875 3602 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsgsa (1426
IAD-59253.2 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 876 3602 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsgsa 1427
IAD-59242.1 IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 877 3602 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsgsa (1428
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IAD-59253.1 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 878 3602 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsgsa (1429
IAD-59258.1 usasgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 879 3602 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsgsa (1430
IAD-59251.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 880 3603 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusAfsg (1431
IAD-59256.1 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 881 3604 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfsusAf 1432
IAD-59260.1 IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 882 3605 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfusCfsu 1433
IAD-59248.1 lgsAfscCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 883 3605 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfusCfsu 1434
IAD-59247.1 lgsAfscCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 884 3604 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfsusa 1435
IAD-59252.1 IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 885 3604 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfsusa 1436
IAD-59257.1 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 886 3604 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfsusa 1437
IAD-59261.1 IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 887 3603 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1438
IAD-59262.1 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 888 3603 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1439
IAD-59265.1 csusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 889 3603 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1440
IAD-59196.13 usAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 890 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1441
IAD-59189.11 IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 891 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1442
IAD-59190.3 usCfsuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (892 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1443
IAD-59192.3 UfsusCfuAfgAfcCuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (893 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1444
IAD-59240.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuugulL 96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(

894 A3m)a 1445
IAD-59244.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuuguL96 3601 lasCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs

895 asa 1446
IAD-59202.7 (C3m)usagaccuguuuugcuuuugulL96 896 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1447
IAD-59195.5 (C3m)usAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuugulL96 897 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1448
IAD-59249.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuugCfuuuuguL96 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(

898 A3m)a 1449
IAD-59254.1 CfsusAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuuguL96 899 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs( (1450

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 237/294

L12ITEC



Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3
IA3m)a
IAD-59259.1 (C3m)usAfgAfcCfuGfuuuugCfuuuugulL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(
900 IA3m)a 1451
IAD-59264.1 (C3m)usagaccuguuuugcuuuugulL96 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(
901 IA3m)a 1452
IAD-59264.2 (C3m)usagaccuguuuugcuuuugulL96 3601 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(
902 IA3m)a 1453
IAD-59255.1 CsusagaccuGfUfUfuugcuuuugulL 96 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(
903 IA3m)a 1454
IAD-57928.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [904 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1455
IAD-58893.1 CfsuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 905 3601 lasCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgasa  [1456
IAD-58894.1 CfusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 906 3601 aCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsaa  [1457
IAD-58895.1 CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 907 3601 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1458
IAD-58896.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [908 3601 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgaa 1459
IAD-58897.1 CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsasAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfsg
909 sasa 1460
IAD-58898.1 CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 3601 lasCfsaAfaAfgCfsaAfaacAfsgGfuCfuAfs
910 gsasa 1461
IAD-58899.1 CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfsgUfL96 3601 asCfsaAfaAfgCfsaAfaacAfsgGfuCfuAfs
911 gsasa 1462
IAD-58900.1 CfsasAfgCfaGfaCfAfUfuUfaUfcUfuUfuUfL96 912 NA lasAfsaAfaGfaUfaAfaugUfcUfgCfuUfgscsu (1463
IAD-58902.1 UfsusUfuCfuAfgAfCfCfuGfuUfuUfgCfuUfL96  [913 3597 lasAfsgCfaAfaAfcAfgguCfuAfgAfaAfasgsu (1464
(A3mx)(G3mx)AfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9
6 914 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1465
(A3mx)(G3mx)AfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9
6 915 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg [1466
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(A3mx)(G3mx)AfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfu(A
6 916 Bmx)g 1467
(A3mx)gAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 917 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg 1468
(A3mx)gAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96  [918 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg (1469

(A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfu(A
(A3mx)gAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96  [919 Bmx)g 1470
(C3mx)(U3mx)AfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUf
gUfL96 920 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1471
(C3mx)(U3mx)AfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUf (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(G
gUfL96 921 Bmx)(A3mx)a 1472
(C3mx)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9
6 922 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1473
(C3mx)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaac AfgGfuCfuAf
6 923 gsasa 1474
(C3mx)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaac AfgGfuCfuAf
6 924 g(A3mx)a 1475
(C3mx)uAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL9 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(G
6 925 Bmx)(A3mx)a 1476
(C3mx)usAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUufL96 (926 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1477
(Chd)susAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (927 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1478
(phe)CfsuAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (928 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1479
(phe)CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (929 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1480
(pshe)CfsuAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (930 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1481
(pshe)CfuAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (931 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1482
IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 932 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfusasg [1483
IAfsgsAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 933 (A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfu(A [1484
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Bmx)g
Cfs(Uhd)sAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (934 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1485
CfsusAfgAf(Chd)CfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (935 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1486
CfsusAfgAfc(Chd)uGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (936 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1487
CfsusAfgAfcCf(Uhd)GfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (937 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1488
CfsusAfgAfcCfuGfUfUf(Uhd)UfgCfuUfuUfgufL96 (938 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa {1489
CfsusAfgAfcCluGfUfUfuUf(Ggn)CfuUfuUfgUfL96 (939 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa {1490
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfg(Cgn)uUfuUfgufL96 940 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1491
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfg(Chd)uUfuUfgufL96 (941 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1492
ICfsusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCf(Tgn)UfuUfgUfL96 (942 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1493
ICfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCf(Uhd)UfuUfgUfL96 (943 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1494
(CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfu(Tgn)uUfgufL96  [944 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1495
ICfsusAfgAfcCluGfUfUfuUfgCfuUf(Tgn)UfgUfL96 945 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1496
ICfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUf(Uhd)UfgUfL96 [946 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1497
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfu(Tgn)gUfL96  [947 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1498
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfu(Uhd)guUfL96  [948 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1499
ICfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUf(Ggn)UfL96 [949 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [L500
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfg(Tgn)L9
6 950 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (L1501
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfg(Uhd)L96 (951 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [L502
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (952 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [L503

(Agn)CfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfg
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (953 sasa 1504

(Agn)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 954 asa 1505
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P(Agn)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 (955 gsasa 1506
las(Cgn)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfg
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 (956 sasa 1507
lasCfs(Agn)AfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 [957 gsasa 1508
lasCfsa(Agn)aAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (958 asa 1509
lasCfsaAf(Agn)AfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfg
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [959 sasa 1510
lasCfsaAfa(Agn)gCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [960 gsasa 1511
asCfsaAfaAf(Ggn)CfaAfaacAfgGfuCfuA
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [961 fgsasa 1512
lasCfsaAfaAfg(Cgn)aAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [962 gsasa 1513
lasCfsaAfaAfgCf(Agn)AfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 963 gsasa 1514
asCfsaAfaAfgCfa(Agn)aacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 964 gsasa 1515
lasCfsaAfaAfgCfaAf(Agn)acAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 965 gsasa 1516
asCfsaAfaAfgCfaAfa(Agn)cAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (966 gsasa 1517
asCfsaAfaAfgCfaAfaa(Cgn)AfgGfuCfuA
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (967 fgsasa 1518
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CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (968 lasCfsaAfaAfiCfaAfaacAfiGfuCfuAfisasa (1519
asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfg(A
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (969 Bmx)a 1520
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgs(
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (970 IA3mx)a 1521
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf(G3
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 971 mx)(A3mx)a 1522
(A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (972 gsasa 1523
(A3mx)CfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuA
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 973 fgsasa 1524
P(A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfu
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 974 IAfgsasa 1525
a(C3mx)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfg
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [975 sasa 1526
as(C3mx)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 976 gsasa 1527
(A3mx)(C3mx)aAfaAfgCfaAfaacAfgGfu
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 977 ICfuAfgsasa 1528
(A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (978 0(A3mx)a 1529
(A3mx)CfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuA
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (979 fgs(A3mx)a 1530
(A3mx)CfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 (980 (G3mx)(A3mx)a 1531
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 981 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgas 1532

Peticao 870210102715, de 08/11/2021, pég. 242/294

L12/9€¢



Nome do[Nome do Oligo{Sequéncia do Oligo Senso SEQ ID|Posicao emNome do OligofSequénciado Oligo Antissenso ISEQ ID NO:
Dlplex Senso NO: relacéo aAntissenso
NM_174936.3
as(phe)
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgaa
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (982 s(phe) 1533
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgaa
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (983 (phe) 1534
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsa
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (984 s(phe) 1535
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgas(
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 (985 phe) 1536
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfga(
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [986 phe) 1537
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGf(Uhd)CfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [987 gsasa 1538
lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCf(Uhd)Af
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 988 gsasa 1539
lasCfsaAfaAfg(Chd)aAfaacAfgGfuCfuAf
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96  [989 gsasa 1540
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguUfL96 (990 lasCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa 1541
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguL96 991 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1542
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguL96 (992 lasCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa 1543
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 (993 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1544
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuugUfL96 (994 lasCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa 1545
(CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuuguL 96 995 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1546
(CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuuguL 96 996 lasCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa 1547
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuuuugUfL96 997 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1548
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuuuugUfL96 998 lasCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa 1549
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CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuuuugul 96 999 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa [1550
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuuuugul 96 1000 asCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfucuAfgsasa  [1551
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgUfuUfuUfgufL96  |1001 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1552
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfiCfuUfuUfiUfL96 1002 lasCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1553
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfiCfuUfuUfiUfL96 1003 lasCfsaAfaAfiCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa (1554
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfiCfuUfuUfiufL96 1004 lasCfsaAfaAfiCfaAfaacAfiGfuCfuAfisasa  [1555
CfsusAfiAfcCfuGfUfUfuUfiCfuUfuUfiufL96 1005 lasCfsaAfaAfiCfaAfaacAfiGfuCfuAfisasa  [1556
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Exemplo 2. Rastreio in vitro e in vivo.

[00567] Um subconjunto destes duplexes foi avaliado quanto a
eficacia em ensaios de captacéo livre de dose Unica em hepatdcitos de
macaco Cynomolgus. Brevemente, hepatdcitos primarios de
Cynomolgus (PCH) foram tratados com os duplexes de siRNA
modificados conjugados a trés concentragdes, 500 nM, 100 nM e 10 nM.
Os ensaios de captacéo livre a 100 nM e 10 nM foram realizados duas
vezes e 0s dados sdo representados como mensagem restante média
em relagdo ao controlo +/- o desvio padrao (SD). O rastreio a 500 mM
foi realizado uma uUnica vez. A Tabela 3 mostra os resultados destes
ensaios.

Tabela 3. Rastreio da eficacia de PCSK9 por captagéo livre em

hepatocitos primarios de macacos Cynomolgous.

ID DO|PCH Média de |Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |[PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-48399 1,08 1,03 0,98 0,09 0,02
AD-48399 0,97 0,95 1,10 0,03 0,09
AD-48399 0,89 0,98 1,02 0,06 0,06
AD-48399 1,04 1,00 1,01 0,02 0,08
AD-48399 0,92 1,03 0,96 0,02 0,09
AD-48399 1,13 1,03 0,96 0,05 0,01
AD-48400 0,48 0,63 0,90 0,04 0,00
AD-48400.4 0,65 0,78 0,89 0,14 0,13
AD-53649.1 0,96 0,96 1,14 0,02 0,07
AD-53650.1 0,97 0,92 1,15 0,01 0,06
AD-53651.1 1,02 0,98 1,15 0,13 0,10
AD-53652.1 0,83 0,89 1,14 0,20 0,05
AD-53653.1 0,85 0,95 1,26 0,04 0,07
AD-53654.1 0,84 0,93 1,19 0,02 0,13
AD-53656.1 0,92 0,92 1,07 0,05 0,03
AD-53657.1 0,92 0,89 1,02 0,05 0,03
AD-53658.1 0,89 0,83 0,97 0,04 0,14
AD-53659.1 0,79 0,82 1,05 0,06 0,13
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ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53660.1 0,89 0,86 0,98 0,07 0,07
AD-53661.1 0,92 1,03 1,07 0,02 0,04
AD-53663.1 0,88 0,90 1,08 0,03 0,02
AD-53664.1 0,95 0,86 1,00 0,09 0,13
AD-53665.1 0,92 0,91 1,05 0,01 0,13
AD-53666.1 0,73 0,80 0,95 0,08 0,02
AD-53667.1 0,95 0,96 1,12 0,06 0,03
AD-53668.1 1,03 0,89 1,17 0,03 0,12
AD-53669.1 1,12 0,90 1,05 0,01 0,15
AD-53670.1 0,85 0,88 1,00 0,06 0,06
AD-53671.1 0,87 0,90 0,93 0,02 0,04
AD-53672.1 0,87 0,86 0,95 0,04 0,16
AD-53674.1 0,69 0,75 0,92 0,08 0,02
AD-53675.1 0,99 0,92 1,17 0,11 0,06
AD-53676.1 0,90 0,87 1,10 0,03 0,08
AD-53677.1 1,22 0,86 1,12 0,10 0,04
AD-53678.1 1,01 0,98 1,03 0,03 0,12
AD-53679.1 0,96 0,85 1,02 0,04 0,11
AD-53680.1 1,21 0,94 0,99 0,03 0,01
AD-53681.1 1,02 0,94 1,01 0,01 0,11
AD-53682.1 0,98 0,90 1,01 0,06 0,11
AD-53683.1 0,95 0,90 1,01 0,02 0,08
AD-53684.1 1,14 1,01 1,01 0,09 0,07
AD-53685.1 0,96 0,92 1,03 0,00 0,07
AD-53687.1 1,31 0,91 1,02 0,02 0,11
AD-53688.1 0,90 0,95 0,96 0,03 0,03
AD-53689.1 0,97 0,95 1,05 0,04 0,07
AD-53690.1 0,82 0,97 0,99 0,13 0,08
AD-53691.1 0,99 1,01 0,97 0,01 0,12
AD-53692.1 1,11 0,91 1,00 0,04 0,03
AD-53693.1 1,02 0,96 1,02 0,04 0,10
AD-53694.1 1,12 0,98 0,97 0,07 0,06
AD-53695.1 0,97 1,04 0,94 0,11 0,08
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ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53696.1 0,85 0,91 1,23 0,10 0,01
AD-53697.1 0,89 0,91 1,06 0,03 0,00
AD-53698.1 0,90 0,86 1,15 0,06 0,01
AD-53699.1 0,84 0,85 1,07 0,00 0,03
AD-53700.1 0,93 1,02 1,21 0,02 0,15
AD-53701.1 1,01 0,96 1,12 0,00 0,17
AD-53702.1 0,95 0,94 1,06 0,05 0,15
AD-53703.1 0,82 0,85 1,04 0,07 0,13
AD-53704.1 0,92 0,97 0,94 0,04 0,02
AD-53705.1 0,96 0,98 1,00 0,11 0,15
AD-53706.1 0,90 0,97 1,03 0,01 0,20
AD-53707.1 0,86 0,98 1,11 0,14 0,24
AD-53708.1 1,10 0,94 1,05 0,02 0,15
AD-53709.1 0,79 0,84 1,08 0,01 0,18
AD-53710.1 1,03 0,91 1,06 0,01 0,09
AD-53711.1 0,90 0,90 0,99 0,00 0,28
AD-53712.1 0,97 0,92 0,97 0,00 0,12
AD-53713.1 0,98 0,93 1,07 0,01 0,16
AD-53714.1 1,09 0,86 0,99 0,03 0,09
AD-53715.1 1,04 0,83 0,94 0,06 0,06
AD-53716.1 0,82 0,85 1,02 0,05 0,14
AD-53717.1 0,98 0,94 0,98 0,11 0,12
AD-53718.1 0,89 1,04 1,01 0,18 0,01
AD-53719.1 0,98 1,05 1,05 0,06 0,17
AD-53720.1 1,02 0,88 1,08 0,01 0,15
AD-53721.1 0,88 0,95 1,03 0,07 0,11
AD-53722.1 0,98 0,95 1,01 0,06 0,12
AD-53723.1 0,89 0,89 1,02 0,10 0,06
AD-53724.1 0,98 0,93 1,00 0,13 0,01
AD-53725.1 1,04 1,05 1,09 0,19 0,11
AD-53726.1 0,87 0,88 0,88 0,00 0,02
AD-53727.1 0,82 0,92 1,02 0,05 0,13
AD-53728.1 0,86 0,93 1,06 0,03 0,08
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ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53729.1 0,86 0,81 1,02 0,12 0,03
AD-53730.1 1,01 0,95 1,02 0,07 0,01
AD-53731.1 0,99 0,98 1,00 0,08 0,07
AD-53732.1 0,93 0,86 1,01 0,12 0,11
AD-53733.1 1,06 1,02 1,08 0,05 0,06
AD-53734.1 0,95 0,93 1,04 0,12 0,05
AD-53735.1 1,00 0,93 1,01 0,02 0,06
AD-53736.1 0,90 1,09 1,16 0,05 0,01
AD-53737.1 0,94 0,93 1,00 0,02 0,09
AD-53738.1 0,93 0,79 0,93 0,03 0,01
AD-53739.1 1,11 0,90 0,90 0,05 0,00
AD-53740.1 0,86 0,92 0,97 0,08 0,01
AD-53741.1 0,96 0,84 0,92 0,00 0,07
AD-53742.1 1,03 0,93 1,03 0,04 0,06
AD-53743.1 0,92 0,98 1,05 0,08 0,14
AD-53744.1 0,95 1,02 1,03 0,08 0,12
AD-53745.1 0,81 0,99 1,11 0,10 0,18
AD-53746.1 0,65 0,83 1,04 0,07 0,16
AD-53747.1 0,82 0,88 1,02 0,05 0,13
AD-53748.1 0,46 0,59 0,72 0,06 0,07
AD-53749.1 0,93 0,90 1,04 0,12 0,16
AD-53750.1 0,90 1,02 0,97 0,02 0,10
AD-53751.1 0,92 0,87 1,02 0,19 0,16
AD-53752.1 0,73 0,88 0,99 0,06 0,18
AD-53753.1 0,87 0,97 1,06 0,07 0,19
AD-53754.1 0,43 0,58 0,72 0,10 0,05
AD-53755.1 1,01 0,99 1,03 0,03 0,02
AD-53757.1 0,98 0,91 1,07 0,05 0,13
AD-53758.1 0,63 0,73 0,92 0,05 0,00
AD-53759.1 0,91 0,92 0,99 0,02 0,08
AD-53760.1 0,51 0,67 0,80 0,03 0,12
AD-53761.1 0,89 1,07 1,10 0,11 0,18
AD-53762.1 1,06 1,00 0,96 0,12 0,10
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ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53763.1 0,95 1,10 1,00 0,07 0,09
AD-53764.1 0,99 0,94 0,99 0,05 0,16
AD-53765.1 0,92 0,87 0,86 0,09 0,11
AD-53766.1 0,75 0,78 0,86 0,09 0,14
AD-53767.1 1,01 1,02 0,97 0,05 0,18
AD-53768.1 0,89 1,07 0,97 0,09 0,15
AD-53769.1 0,89 1,11 0,95 0,05 0,11
AD-53770.1 0,76 1,01 0,98 0,01 0,12
AD-53771.1 0,70 0,74 0,84 0,06 0,12
AD-53772.1 0,72 0,83 0,85 0,04 0,11
AD-53773.1 0,96 1,00 0,98 0,05 0,07
AD-53774.1 0,75 0,92 1,01 0,06 0,14
AD-53776.1 0,78 0,94 0,97 0,11 0,08
AD-53777.1 0,67 0,68 0,74 0,11 0,01
AD-53778.1 0,74 0,73 0,92 0,13 0,14
AD-53779.1 1,00 0,98 0,95 0,14 0,04
AD-53780.1 0,90 0,92 0,98 0,12 0,05
AD-53781.1 0,84 0,95 1,00 0,17 0,06
AD-53782.1 0,87 0,92 0,90 0,11 0,02
AD-53783.1 0,71 0,79 0,78 0,14 0,03
AD-53784.1 0,68 0,82 0,86 0,10 0,10
AD-53785.1 1,10 0,96 0,96 0,09 0,07
AD-53786.1 0,98 0,89 0,95 0,20 0,14
AD-53787.1 1,23 0,93 1,00 0,11 0,21
AD-53788.1 0,95 0,90 0,94 0,17 0,08
AD-53789.1 0,55 0,60 0,78 0,09 0,08
AD-53790.1 0,70 0,91 1,04 0,08 0,16
AD-53791.1 0,47 0,67 0,92 0,12 0,09
AD-53792.1 0,52 0,75 0,89 0,06 0,04
AD-53793.1 0,88 1,03 1,07 0,20 0,09
AD-53794.1 0,85 1,00 1,09 0,17 0,22
AD-53795.1 0,58 0,71 1,00 0,10 0,12
AD-53796.1 0,62 0,78 0,96 0,07 0,12
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ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53797.1 0,72 0,78 0,93 0,12 0,10
AD-53798.1 0,50 0,55 0,76 0,08 0,03
AD-53799.1 0,98 0,92 1,10 0,11 0,21
AD-53800.1 0,59 0,65 0,87 0,15 0,14
AD-53801.1 0,81 0,84 1,05 0,14 0,18
AD-53802.1 0,68 0,79 1,03 0,13 0,13
AD-53803.1 0,51 0,53 0,77 0,09 0,05
AD-53804.1 0,94 0,86 1,05 0,15 0,15
AD-53805.1 0,95 0,93 1,03 0,12 0,19
AD-53806.1 0,38 0,45 0,78 0,05 0,12
AD-53807.1 0,85 0,95 1,15 0,09 0,24
AD-53808.1 0,81 0,85 0,93 0,08 0,11
AD-53809.1 0,50 0,62 0,77 0,00 0,12
AD-53810.1 0,84 0,82 0,98 0,16 0,22
AD-53811.1 0,94 0,95 1,00 0,10 0,11
AD-53812.1 0,61 0,76 0,97 0,14 0,22
AD-53813.1 0,67 0,76 0,94 0,01 0,15
AD-53814.1 0,58 0,67 0,84 0,11 0,19
AD-53815.1 0,49 0,50 0,72 0,09 0,17
AD-53816.1 0,82 0,91 0,93 0,08 0,10
AD-53817.1 0,92 0,94 1,07 0,13 0,36
AD-53818.1 0,83 0,99 0,99 0,07 0,41
AD-53819.1 0,61 0,75 0,88 0,24 0,16
AD-53820.1 0,71 0,81 0,92 0,17 0,04
AD-53821.1 0,56 0,54 0,68 0,13 0,05
AD-53822.1 1,24 0,88 1,05 0,12 0,17
AD-53823.1 1,03 0,86 0,99 0,11 0,18
AD-53824.1 0,76 0,73 0,93 0,16 0,11
AD-53825.1 0,57 0,63 0,82 0,18 0,04
AD-53826.1 0,54 0,51 0,78 0,08 0,07
AD-53827.1 0,99 0,91 1,05 0,12 0,08
AD-53828.1 0,69 0,77 0,87 0,09 0,16
AD-53829.1 0,72 0,91 0,95 0,11 0,16

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pag. 250/294




245/277

ID DO|PCH Média de [Média de|SD de PCH|SD de PCH
DUPLEX 500 nM |PCH 100 nM |PCH 10 nM |100 nM 10 nM
AD-53830.1 0,48 0,73 0,76 0,11 0,01
AD-53831.1 0,97 0,92 1,00 0,22 0,25
AD-53832.1 0,68 0,63 0,81 0,15 0,02
AD-53833.1 0,92 0,90 0,84 0,20 0,03
AD-53834.1 1,15 0,93 0,86 0,16 0,02
AD-53835.1 0,88 0,79 0,81 0,18 0,03

PBS 0,90 1,02 0,99 0,04 0,15

[00568] Os duplexes de siRNA de PCSK9 modificados e conjugados
foram também avaliados quanto a eficacia por ensaios de transfeccao
em trés linhas celulares humanas. siRNAs de PCSK9 foram
transfectados em trés diferentes linhas celulares humanas, Hela,
Hep3B e HepG2 em duas doses, 10 nM e 0,1 nM. Os resultados destes
ensaios sdo mostrados na Tabela 4 e os dados séo expressos como
uma fracdo da mensagem restante em relagdo ao controle.

[00569] A Figura 1 mostra que existe uma reprodutibilidade geral na
atividade de silenciamento dos duplexes de PCSK9 entre os ensaios de
captacéo livre e os ensaios de transfeccéao.

[00570] Os valores de ICso para duplexes selecionados por captacao
livre em células de Cynomologous e por transfec¢cdo em células Hep3B
sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 4. Rastreio da eficacia de PCSK9 por transfeccdo em linhas

celulares humanas.

D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-48399 0,94 0,90 1,18 1,03 1,34 1,05
AD-48399 0,90 1,03 0,87 0,88 0,84 0,91
AD-48399 0,88 1,14 0,90 0,99 0,92 1,04
AD-48399 1,22 0,97 0,95 0,98 0,81 0,92
AD-48399 1,04 0,81 1,01 1,10 1,03 1,09
AD-48399 1,06 1,20 1,14 1,04 1,16 1,01
AD-48400 0,05 0,63 0,10 0,51 0,17 0,69
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D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-48400,4 0,06 0,28 0,14 0,31 0,13 0,32
AD-53649,1 0,84 1,05 1,07 0,94 0,97 1,11
AD-53650,1 0,16 0,87 0,41 0,87 0,52 1,12
AD-53651,1 0,47 0,86 0,49 0,92 0,71 1,08
AD-53652,1 0,34 0,93 0,50 0,96 0,40 1,21
AD-53653,1 0,36 0,99 0,43 1,01 0,52 1,13
AD-53654,1 0,85 1,06 0,99 0,92 0,95 1,06
AD-53656,1 0,46 0,92 0,78 0,98 0,80 0,74
AD-53657,1 0,71 0,97 0,75 1,01 0,81 0,94
AD-53658,1 0,32 0,97 0,50 0,91 0,58 1,05
AD-53659,1 0,11 0,86 0,24 0,93 0,22 0,94
AD-53660,1 0,35 1,12 0,43 0,99 0,44 1,31
AD-53661,1 0,94 1,07 0,85 0,95 0,88 0,92
AD-53663,1 0,82 1,03 0,74 1,06 1,04 1,04
AD-53664,1 0,60 0,94 0,61 1,06 0,85 1,28
AD-53665,1 0,33 1,00 0,55 1,01 0,45 1,12
AD-53666,1 0,09 0,98 0,22 0,97 0,21 1,08
AD-53667,1 0,94 1,07 0,95 0,96 0,95 1,02
AD-53668,1 0,27 0,88 0,36 1,07 0,35 1,13
AD-53669,1 0,81 1,02 0,93 1,08 1,35 1,24
AD-53670,1 0,55 0,94 0,52 0,48 0,45 1,13
AD-53671,1 0,68 1,07 0,78 1,02 0,82 1,27
AD-53672,1 0,22 1,04 0,38 1,06 0,34 1,15
AD-53674,1 0,08 0,67 0,15 0,85 0,15 0,80
AD-53675,1 0,25 1,04 0,43 0,95 0,38 1,04
AD-53676,1 0,81 0,94 0,90 1,14 0,98 1,06
AD-53677,1 0,45 0,90 0,70 0,98 0,70 1,14
AD-53678,1 0,41 1,02 0,72 1,04 0,70 1,15
AD-53679,1 0,44 0,93 0,58 0,88 0,50 0,95
AD-53680,1 0,36 0,99 0,55 0,98 0,52 0,96
AD-53681,1 0,33 0,93 0,57 1,12 0,54 1,11
AD-53682,1 0,84 0,94 0,85 1,06 0,93 1,13
AD-53683,1 0,65 0,78 0,95 1,05 0,73 1,06
AD-53684,1 0,57 0,98 0,79 0,92 0,62 1,08
AD-53685,1 0,85 0,90 0,94 0,95 0,69 0,98
AD-53687,1 0,15 0,83 0,39 1,09 0,34 1,23

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pag. 252/294




2471277

D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-53688,1 0,45 0,89 0,72 1,01 0,57 1,19
AD-53689,1 0,56 0,93 1,04 1,14 0,59 1,24
AD-53690,1 0,45 0,79 0,53 1,26 0,41 1,22
AD-53691,1 0,82 1,03 0,91 1,22 0,57 1,05
AD-53692,1 0,68 0,81 0,81 0,89 0,82 1,05
AD-53693,1 0,61 0,92 0,85 0,81 0,53 1,03
AD-53694,1 0,59 0,87 0,58 1,01 0,53 0,82
AD-53695,1 0,91 0,78 1,02 1,23 1,14 1,11
AD-53696,1 0,57 0,98 0,82 1,01 0,68 1,05
AD-53697,1 0,31 1,04 0,40 0,95 0,24 0,90
AD-53698,1 0,17 0,97 0,31 0,92 0,32 0,84
AD-53699,1 0,29 1,00 0,47 0,90 0,47 1,23
AD-53700,1 0,81 1,07 0,94 0,99 0,97 1,08
AD-53701,1 0,89 1,07 0,96 0,84 0,65 0,93
AD-53702,1 0,45 1,03 0,84 1,08 0,72 0,99
AD-53703,1 0,18 0,79 0,28 0,97 0,29 0,90
AD-53704,1 0,77 0,80 0,88 1,06 0,91 0,95
AD-53705,1 0,63 0,89 0,81 1,06 0,76 0,97
AD-53706,1 0,39 0,82 0,41 1,00 0,48 0,88
AD-53707,1 0,42 0,97 0,60 0,83 0,54 0,80
AD-53708,1 0,49 0,95 0,82 0,96 1,07 1,09
AD-53709,1 0,19 0,90 0,43 0,85 0,38 1,05
AD-53710,1 0,66 1,00 0,82 0,85 0,69 1,08
AD-53711,1 0,40 0,90 0,45 0,95 0,23 1,03
AD-53712,1 0,47 0,99 0,51 0,94 0,62 0,97
AD-53713,1 0,52 1,05 0,69 0,83 0,79 0,94
AD-53714,1 0,43 1,01 0,71 1,11 0,75 1,12
AD-53715,1 0,23 0,99 0,58 1,24 0,58 1,09
AD-53716,1 0,39 1,00 0,52 0,98 0,51 0,80
AD-53717,1 0,20 0,84 0,33 1,02 0,41 1,09
AD-53718,1 0,35 1,08 0,33 1,02 0,45 0,97
AD-53719,1 0,58 0,96 0,74 0,84 0,79 1,01
AD-53720,1 0,31 1,00 0,55 1,09 0,48 1,24
AD-53721,1 0,26 1,02 0,62 0,92 0,49 0,94
AD-53722,1 0,50 0,99 0,86 0,99 0,87 1,26
AD-53723,1 0,28 0,86 0,37 0,92 0,54 1,11
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D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-53724,1 0,18 1,11 0,20 0,98 0,36 1,05
AD-53725,1 0,47 1,00 0,63 0,95 0,60 1,04
AD-53726,1 0,19 1,01 0,42 0,96 0,41 1,21
AD-53727,1 0,55 0,82 0,77 1,08 0,68 1,35
AD-53728,1 0,44 0,92 0,65 1,11 0,68 1,44
AD-53729,1 0,11 0,92 0,25 0,94 0,11 1,01
AD-53730,1 0,31 0,91 0,51 1,05 0,59 1,34
AD-53731,1 0,26 0,63 0,42 0,95 0,44 1,07
AD-53732,1 0,17 0,87 0,29 0,99 0,36 0,98
AD-53733,1 1,06 0,72 1,21 1,14 1,07 1,28
AD-53734,1 0,79 0,92 0,93 0,98 0,90 1,33
AD-53735,1 0,54 0,87 0,83 1,12 0,66 1,24
AD-53736,1 0,40 0,69 0,76 1,09 0,76 1,11
AD-53737,1 0,29 0,82 0,41 1,04 0,39 0,96
AD-53738,1 0,19 0,70 0,24 1,09 0,28 1,10
AD-53739,1 0,91 0,94 0,72 1,07 0,78 1,09
AD-53740,1 0,17 1,06 0,42 1,07 0,32 1,05
AD-53741,1 0,17 0,91 0,32 0,99 0,41 1,05
AD-53742,1 0,55 1,07 0,69 0,97 0,72 1,08
AD-53743,1 0,71 0,99 0,75 0,76 0,58 1,08
AD-53744,1 0,13 0,86 0,50 0,69 0,36 0,87
AD-53745,1 0,46 0,91 0,78 0,72 0,87 0,94
AD-53746,1 0,13 0,82 0,23 0,50 0,28 0,90
AD-53747,1 0,29 1,08 0,54 0,77 0,50 1,07
AD-53748,1 0,04 0,22 0,12 0,21 0,20 0,32
AD-53749,1 0,56 0,76 0,48 0,81 0,53 0,85
AD-53750,1 0,61 0,75 0,69 0,81 0,81 1,07
AD-53751,1 0,25 0,69 0,37 0,72 0,26 0,77
AD-53752,1 0,11 0,43 0,13 0,40 0,16 0,61
AD-53753,1 0,70 0,76 0,75 0,92 0,63 1,09
AD-53754,1 0,06 0,31 0,10 0,34 0,12 0,40
AD-53755,1 0,46 0,91 0,66 0,84 0,56 0,79
AD-53757,1 0,61 0,90 0,50 0,89 0,44 0,91
AD-53758,1 0,11 0,31 0,11 0,29 0,11 0,60
AD-53759,1 0,61 0,87 0,57 0,84 0,56 0,98
AD-53760,1 0,05 0,36 0,14 0,42 0,12 0,53
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D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-53761,1 0,95 0,99 0,76 0,72 0,55 0,61
AD-53762,1 0,58 1,18 0,74 0,88 0,69 0,88
AD-53763,1 0,16 0,86 0,19 0,64 0,21 0,75
AD-53764,1 0,70 0,91 0,54 0,85 0,59 0,94
AD-53765,1 0,16 0,63 0,38 0,64 0,30 0,87
AD-53766,1 0,09 0,72 0,16 0,67 0,18 0,63
AD-53767,1 0,30 1,14 0,69 0,83 0,71 0,83
AD-53768,1 0,50 0,98 0,75 0,98 0,52 1,06
AD-53769,1 0,36 1,07 0,26 0,62 0,39 0,83
AD-53770,1 0,27 1,08 0,45 1,00 0,44 1,25
AD-53771,1 0,18 0,62 0,19 0,44 0,21 0,65
AD-53772,1 0,12 0,75 0,30 0,66 0,18 0,85
AD-53773,1 0,39 0,98 0,60 0,84 0,19 1,00
AD-53774,1 0,07 0,54 0,25 0,40 0,20 0,71
AD-53776,1 0,33 0,97 0,45 0,94 0,34 0,95
AD-53777,1 0,06 0,39 0,18 0,30 0,11 0,41
AD-53778,1 0,09 0,72 0,24 0,69 0,23 0,78
AD-53779,1 0,47 0,66 0,68 0,67 0,57 0,81
AD-53780,1 0,29 0,93 0,61 0,71 0,42 0,92
AD-53781,1 0,41 0,99 0,38 0,87 0,28 1,09
AD-53782,1 0,56 0,47 0,56 0,89 0,41 1,16
AD-53783,1 0,16 0,68 0,32 0,46 0,34 0,61
AD-53784,1 0,15 0,71 0,27 0,72 0,25 0,80
AD-53785,1 0,17 0,90 0,57 0,71 0,29 0,64
AD-53786,1 0,11 0,78 0,28 0,48 0,24 0,74
AD-53787,1 0,34 0,72 0,56 1,04 0,46 0,81
AD-53788,1 0,36 0,83 0,46 0,95 0,32 0,65
AD-53789,1 0,09 0,43 0,18 0,42 0,12 0,47
AD-53790,1 0,10 0,74 0,30 0,65 0,31 0,81
AD-53791,1 0,07 0,51 0,20 0,30 0,16 0,58
AD-53792,1 0,05 0,40 0,11 0,30 0,17 0,64
AD-53793,1 0,23 1,19 0,42 0,84 0,45 1,12
AD-53794,1 0,43 1,15 0,65 0,67 0,42 0,95
AD-53795,1 0,08 0,37 0,15 0,34 0,12 0,48
AD-53796,1 0,07 0,33 0,19 0,49 0,15 0,58
AD-53797,1 0,10 0,43 0,16 0,39 0,20 0,62
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D DO DUPLEX Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-53798,1 0,04 0,31 0,09 0,29 0,16 0,60
AD-53799,1 0,22 0,71 0,30 0,85 0,27 0,85
AD-53800,1 0,09 0,34 0,16 0,35 0,14 0,51
AD-53801,1 0,09 0,28 0,25 0,55 0,20 0,54
AD-53802,1 0,10 0,31 0,20 0,40 0,15 0,72
AD-53803,1 0,07 0,27 0,08 0,21 0,14 0,29
AD-53804,1 0,18 0,57 0,29 0,47 0,27 0,79
AD-53805,1 0,69 0,85 0,68 0,85 0,48 1,01
AD-53806,1 0,07 0,38 0,18 0,43 0,13 0,50
AD-53807,1 0,29 0,61 0,26 0,71 0,28 0,68
AD-53808,1 0,15 0,68 0,26 0,50 0,28 0,72
AD-53809,1 0,04 0,23 0,17 0,22 0,12 0,31
AD-53810,1 0,31 0,88 0,30 0,55 0,36 0,85
AD-53811,1 0,28 0,77 0,33 0,57 0,39 0,87
AD-53812,1 0,12 0,69 0,16 0,62 0,22 0,79
AD-53813,1 0,11 0,33 0,18 0,26 0,17 0,40
AD-53814,1 0,12 0,59 0,57 0,60 0,29 0,57
AD-53815,1 0,03 0,27 0,11 0,18 0,18 0,33
AD-53816,1 0,16 0,89 0,24 0,62 0,32 0,75
AD-53817,1 0,26 0,98 0,44 0,69 0,44 1,18
AD-53818,1 0,12 0,71 0,21 0,55 0,21 0,70
AD-53819,1 0,09 0,52 0,12 0,45 0,12 0,46
AD-53820,1 0,20 0,96 0,27 0,67 0,34 0,74
AD-53821,1 0,04 0,29 0,10 0,23 0,13 0,29
AD-53822,1 0,54 1,05 0,60 0,91 0,48 0,96
AD-53823,1 0,21 0,76 0,41 0,59 0,33 0,85
AD-53824,1 0,16 0,78 0,40 0,51 0,36 0,70
AD-53825,1 0,05 0,40 0,12 0,31 0,24 0,73
AD-53826,1 0,04 0,34 0,10 0,21 0,20 0,34
AD-53827,1 0,40 1,11 0,40 0,84 0,31 1,15
AD-53828,1 0,17 0,51 0,23 0,55 0,17 1,14
AD-53829,1 0,06 0,71 0,21 0,58 0,24 1,21
AD-53830,1 0,07 0,27 0,06 0,30 0,15 0,43
AD-53831,1 0,09 0,56 0,21 0,39 0,16 0,95
AD-53832,1 0,08 0,52 0,26 0,31 0,11 0,76
AD-53833,1 1,04 1,05 0,74 1,24 0,60 1,58
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i Hela, Hela, Hep3b, Hep3b, HepG2, |[HepGZ2,
ID DO DUPLEX
10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM 10 nM 0,1 nM
AD-53834,1 0,70 1,14 0,71 0,85 0,38 1,47
AD-53835,1 0,11 0,43 0,33 0,35 0,09 0,53
PBS 0,67 1,13 0,90 0,90 0,99 0,99

Tabela 5. Valores de ICso de PCSK9 para duplexes selecionados por
captacdo livre em células de macaco Cynomologous e por

transfecgcédo na linah celular humana Hep3B.

Transfeccéo Captacao livre

Duplex ICs0, NM ICs0, NM
AD-53806.1 0,07 18,00
AD-53748.1 0,06 16,88
AD-53815.1 0,05 39,21
AD-53809.1 0,05 571,00
AD-53821.1 0,05 55,41
AD-53830.1 0,08 ND
AD-53754.1 0,25 67,42
AD-53800.1 0,30 ND
AD-53798.1 0,04 ND
AD-53789.1 0,37 ND
AD-48400.4 0,23 ND

[00571] AD-48400 foi também avaliado quanto a eficacia in vivo em

camundongos fémeas transportando um transgene de PCSK9 de
humano aleatoriamente inserido no genoma sem ruptura do gene de
PCSK9 endodgeno. Brevemente, os camundongos foram injetados
subcutaneamente com uma Unica dose de 20 mg/kg ao Dia 0, uma Unica
dose de 100 mg/kg ao Dia 0, e cinco doses de 20 mg/kg aos Dias 0, 1,
2, 3, 4, e 5. Foi coletado soro aos Dias -6, -3,0, 1,2, 3,4, e7¢ea
guantidade de proteina PCSK9 foi determinada por ensaio ELISA. Os
resultados destas analises séo ilustrados na Figura 2, e mostram que
existe um efeito de resposta a dose com AD-48400 conjugado com

GalNAc a todas as trés dosagens testadas.
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[00572] Os seis duplexes mais eficazes identificados pelos rastreios
in vitro descritos acima foram avaliados quanto a eficacia in vivo e
duracédo da resposta. Camundongos com PCSK9 transgénica foram
injetados aos Dias 0, 1, 2, 3, e 4 com 5 mg/kg ou 25 mg/kg de AD-48400,
AD-53830, AD-53806, AD-53815, AD-53748, ou AD-53798. Os niveis
de proteina PCSK9 no soro foram determinados por ELISA aos Dias -3,
0,1,2,3,4,8, 11, 15, 18, 22, 26, 31, e 36. Os resultados s&o ilustrados
nas Figuras 3A e 3B.

Exemplo 3. Otimizacdo do Composto-Protétipo.

[00573] Com base nos ensaios de eficacia descritos no Exemplo 2
acima, siRNAs de PCSK9 siRNAs baseados nas sequéncias genitoras
de AD-53815 e AD-53806 com uma variedade de modificacdes
guimicas foram avaliados quanto a eficacia em ensaios de captacao
livre em hepatocitos primarios de macaco Cynomolgous (PCH) a 200
nM, 20 nM, 2 nM, e 0,2 nM. Para todas as doses sem ser dose de 0,2
nM, os ensaios foram realizados duas vezes e 0s dados sdo expressos
como a mensagem fracional média restante em relagdo ao controle. A
dose de 0,2 nM foi avaliada uma unica vez. Os resultados destes
ensaios sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Rastreios de eficacia para otimizacdo do composto-
prototipo de AD-53815 e AD-53806 por captacdo livre em

hepatocitos de macaco Cynomolgous.

Média ]
Média ]
Duplex i de Média 0,2 nM| SD de | SD de | SDde
) ID do Duplex de 20
genitor 200 M de2nM | - 384 200 nM | 20 nM 2nM
n
nM
AD-53815 AD-53815,5 0,45 0,48 0,74 0,95 0,05 0,00 0,05
AD-53815 AD-53815,4 | 0,43 0,54 0,84 0,83 0,00 0,04 0,10
AD-53815 AD-56633,1 | 0,33 0,52 0,82 0,88 0,04 0,01 0,10
AD-53815 AD-56617,1 | 0,40 0,65 0,91 1,06 0,03 0,02 0,03
AD-53815 AD-56623,1 | 0,52 0,61 0,87 1,05 0,03 0,04 0,21
AD-53815 AD-56629,1 | 0,50 0,62 0,87 1,05 0,04 0,13 0,17
AD-53815 AD-56635,1 | 0,45 0,71 0,92 1,03 0,03 0,02 0,03
AD-53815 AD-56641,1 0,47 0,73 0,84 1,04 0,04 0,00 0,17
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Média
Duplex i de Media Média 0,2 nM | SD de | SD de | SDde
genitor 1D do Dliplex 200 de 20 de2nM | - 384 200nM | 20 nM 2nM
M nM
AD-53815 | AD-56625,1 | 0,49 0,55 0,82 1,12 0,01 0,16 0,16
AD-53815 | AD-56631,1 | 0,48 0,57 0,82 1,05 0,04 0,11 0,06
AD-53815 | AD-56637,1 | 0,48 0,58 0,76 1,01 0,01 0,14 0,13
AD-53815 | AD-56643,1 | 0,59 0,77 0,93 1,04 0,05 0,01 0,04
AD-53815 | AD-56649,1 | 0,76 0,87 0,95 1,06 0,02 0,07 0,14
AD-53815 | AD-56655,1 | 0,73 0,86 0,85 0,96 0,01 0,04 0,11
AD-53815 | AD-56615,1 | 0,58 0,70 0,92 0,98 0,00 0,02 0,03
AD-53815 | AD-56621,1 | 0,71 0,76 0,93 0,95 0,18 0,07 0,07
AD-53815 | AD-56627,1 | 0,58 0,72 0,93 0,94 0,01 0,08 0,02
AD-53815 | AD-56639,1 | 0,52 0,57 0,72 0,94 0,16 0,00 0,04
AD-53815 | AD-56645,1 | 0,32 0,49 0,74 0,88 0,03 0,03 0,14
AD-53815 | AD-56651,1 | 0,71 0,94 0,88 0,88 0,08 0,29 0,12
AD-53815 | AD-56610,1 | 0,31 0,57 0,82 0,93 0,02 0,01 0,04
AD-53815 | AD-56616,1 | 0,47 0,68 0,70 1,01 0,06 0,08 0,34
AD-53815 | AD-56622,1 | 0,47 0,66 0,88 0,95 0,06 0,10 0,10
AD-53815 | AD-56628,1 | 1,02 1,15 1,04 0,99 0,00 0,12 0,02
AD-53815 | AD-56634,1 | 0,75 0,90 0,97 1,03 0,11 0,04 0,07
AD-53815 | AD-56640,1 | 0,58 0,76 0,81 1,01 0,10 0,05 0,12
AD-53815 | AD-56646,1 | 0,77 0,94 0,82 0,99 0,09 0,12 0,14
AD-53815 | AD-56652,1 | 0,61 0,74 0,78 0,89 0,00 0,00 0,03
AD-53815 | AD-56611,1 | 0,93 1,02 1,16 0,89 0,05 0,15 0,05
AD-53815 | AD-56647,1 | 0,38 0,58 0,79 0,94 0,05 0,08 0,00
AD-53815 | AD-56653,1 | 0,47 0,46 0,63 0,84 0,12 0,04 0,04
AD-53815 | AD-56612,1 | 0,41 0,61 0,88 0,85 0,03 0,09 0,09
AD-53815 | AD-56618,1 | 0,64 0,60 1,03 1,08 0,21 0,09 0,01
AD-53815 | AD-56624,1 | 0,46 0,61 0,85 1,05 0,04 0,17 0,15
AD-53815 | AD-56630,1 | 0,49 0,69 0,87 1,01 0,01 0,00 0,15
AD-53815 | AD-56636,1 | 0,49 0,57 0,82 1,13 0,01 0,05 0,03
AD-53815 | AD-56642,1 | 0,43 0,55 0,82 1,09 0,00 0,08 0,03
AD-53815 | AD-56648,1 | 0,48 0,66 0,80 0,96 0,00 0,04 0,08
AD-53815 | AD-56654,1 | 0,43 0,53 0,72 0,84 0,01 0,00 0,07
AD-53815 | AD-56613,1 | 0,54 0,61 0,81 0,91 0,16 0,08 0,19
AD-53815 | AD-56619,1 | 0,55 0,67 1,02 1,06 0,04 0,07 0,07
AD-53815 | AD-56614,1 | 0,42 0,56 0,86 0,90 0,05 0,04 0,10
AD-53815 | AD-56620,1 | 0,41 0,52 0,85 0,84 0,01 0,12 0,08
AD-53815 | AD-56626,1 | 0,59 0,68 0,90 1,12 0,01 0,03 0,10
AD-53815 | AD-56632,1 | 0,60 0,73 0,91 1,05 0,04 0,09 0,10
AD-53815 | AD-56638,1 | 0,68 0,89 0,94 1,19 0,03 0,03 0,18
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Média
Duplex i de Media Média 0,2 nM | SD de | SD de | SDde
genitor 1D do Dliplex 200 de 20 de2nM | - 384 200nM | 20 nM 2nM
M nM
AD-53815 | AD-56644,1 | 0,84 0,89 1,09 1,09 0,08 0,08 0,06
AD-53815 | AD-56650,1 | 0,86 0,95 1,05 1,05 0,10 0,01 0,10
AD-53815 | AD-56656,1 | 0,53 0,64 0,92 0,88 0,09 0,04 0,14
AD-53815 | AD-56662,1 | 0,55 0,61 0,96 1,03 0,02 0,09 0,01
AD-53815 | AD-56668,1 | 0,76 0,79 0,99 1,10 0,07 0,11 0,06
AD-53815 | AD-56673,1 | 0,81 0,87 1,12 1,09 0,01 0,15 0,13
AD-53815 | AD-56678,1 | 0,84 0,76 1,12 1,05 0,04 0,24 0,05
AD-53815 | AD-56683,1 | 0,88 0,93 1,08 1,06 0,05 0,10 0,06
AD-53815 | AD-56688,1 | 0,80 0,86 0,93 0,99 0,10 0,11 0,19
AD-53815 | AD-56657,1 | 0,45 0,63 0,84 0,88 0,20 0,04 0,09
AD-53815 | AD-56663,1 | 0,35 0,49 0,77 1,03 0,00 0,07 0,04
AD-53815 | AD-56669,1 | 0,53 0,68 0,99 1,11 0,00 0,18 0,03
AD-53815 | AD-56674,1 | 0,44 0,64 0,84 1,03 0,06 0,01 0,17
AD-53815 | AD-56679,1 | 0,52 0,67 0,77 1,01 0,01 0,06 0,14
AD-53815 | AD-56684,1 | 0,43 0,59 0,84 1,08 0,01 0,03 0,04
AD-53815 | AD-56689,1 | 0,55 0,57 0,73 0,95 0,09 0,01 0,11
AD-53815 | AD-56693,1 | 0,45 0,48 0,65 0,84 0,04 0,02 0,11
AD-53815 | AD-56658,1 | 0,46 0,55 0,85 0,84 0,21 0,09 0,07
AD-53815 | AD-56664,1 | 0,35 0,60 0,80 0,91 0,13 0,03 0,14
AD-53815 | AD-56670,1 | 0,62 0,61 0,90 1,11 0,17 0,06 0,00
AD-53815 | AD-56680,1 | 0,74 0,90 1,00 0,91 0,05 0,01 0,05
AD-53815 | AD-56685,1 | 0,64 0,64 0,77 1,07 0,15 0,01 0,15
AD-53815 | AD-56690,1 | 0,39 0,61 0,75 0,97 0,13 0,03 0,08
AD-53815 | AD-56694,1 | 0,41 0,53 0,67 0,94 0,01 0,00 0,04
AD-53815 | AD-56659,1 | 0,57 0,58 0,84 0,95 0,25 0,09 0,05
AD-53815 | AD-56665,1 | 0,38 0,51 0,78 1,01 0,05 0,07 0,17
AD-53815 | AD-56671,1 | 0,32 0,45 0,78 0,94 0,03 0,05 0,01
AD-53815 | AD-56676,1 | 0,31 0,55 0,81 1,02 0,03 0,13 0,02
AD-53815 | AD-56681,1 | 0,54 0,75 0,88 1,02 0,02 0,07 0,11
AD-53815 | AD-56686,1 | 0,50 0,74 0,86 1,03 0,01 0,10 0,10
AD-53815 | AD-56691,1 | 0,44 0,56 0,79 1,03 0,01 0,00 0,05
AD-53815 | AD-56695,1 | 0,37 0,70 0,67 0,89 0,01 0,29 0,11
AD-53815 | AD-56660,1 | 0,36 0,73 0,83 0,93 0,02 0,22 0,10
AD-53815 | AD-56666,1 | 0,39 0,47 0,74 0,94 0,02 0,05 0,13
AD-53815 | AD-56672,1 | 0,63 0,55 0,87 1,03 0,25 0,10 0,04
AD-53815 | AD-56677,1 | 0,54 0,70 0,85 0,99 0,24 0,11 0,00
AD-53815 | AD-56682,1 | 0,48 0,57 0,90 0,96 0,11 0,09 0,05
AD-53815 | AD-56687,1 | 0,81 0,94 1,06 1,08 0,07 0,02 0,05
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Média
Duplex i de Media Média 0,2 nM | SD de | SD de | SDde
genitor 1D do Dliplex 200 de 20 de2nM | - 384 200nM | 20 nM 2nM
M nM
AD-53815 | AD-56692,1 | 0,45 0,64 0,73 0,95 0,03 0,13 0,05
AD-53815 | AD-56696,1 | 0,40 0,48 0,66 0,95 0,01 0,04 0,06
AD-53815 | AD-56661,1 | 0,52 0,54 0,75 0,98 0,22 0,06 0,04
AD-53815 | AD-56667,1 | 0,40 0,68 0,87 1,03 0,03 0,03 0,11
AD-53806 | AD-53806,11 | 0,28 0,44 0,74 0,98 0,05 0,01 0,13
AD-53806 | AD-53806,13 | 0,31 0,36 0,65 0,92 0,01 0,08 0,06
AD-53806 | AD-53806,12 | 0,53 0,56 0,70 1,04 0,00 0,01 0,15
AD-53806 | AD-53806,5 | 0,34 0,54 0,85 0,87 0,01 0,00 0,10
AD-53806 | AD-53806,6 | 0,41 0,51 0,77 0,91 0,05 0,04 0,08
AD-53806 | AD-53806,7 | 0,39 0,58 0,75 0,97 0,02 0,16 0,14
AD-53806 | AD-53806,8 | 0,35 0,49 0,69 0,91 0,06 0,03 0,09
AD-53806 | AD-53806,9 | 0,36 0,55 0,77 1,01 0,04 0,07 0,13
AD-53806 | AD-53806,10 | 0,29 0,44 0,73 0,93 0,04 0,10 0,14
AD-53806 | AD-56979,1 | 0,43 0,50 0,78 0,96 0,01 0,03 0,11
AD-53806 | AD-56979,2 | 0,32 0,47 0,65 1,02 0,02 0,11 0,05
AD-53806 | AD-56975,3 | 0,27 0,57 0,72 0,83 0,01 0,16 0,08
AD-53806 | AD-56975,4 | 0,55 0,67 0,81 0,92 0,11 0,10 0,04
AD-53806 | AD-56975,5 | 0,34 0,54 0,71 0,94 0,04 0,22 0,10
AD-53806 | AD-56975,1 | 0,38 0,53 0,74 0,93 0,13 0,14 0,02
AD-53806 | AD-56975,2 | 0,50 0,62 0,82 0,98 0,09 0,16 0,11
AD-53806 | AD-56983,1 | 0,49 0,72 0,89 1,11 0,10 0,09 0,21
AD-53806 | AD-56983,2 | 0,74 0,89 1,14 1,16 0,10 0,06 0,02
AD-53806 | AD-56983,3 | 0,91 1,05 1,02 1,04 0,09 0,10 0,08
AD-53806 | AD-56983,4 | 0,40 0,57 0,83 1,05 0,03 0,02 0,08
AD-53806 | AD-56983,5 | 0,33 0,51 0,83 0,90 0,03 0,04 0,03
AD-53806 | AD-56977,3 | 0,44 0,49 0,62 0,95 0,17 0,16 0,06
AD-53806 | AD-56977,1 | 0,27 0,58 0,81 0,88 0,06 0,07 0,08
AD-53806 | AD-56977,2 | 0,41 0,60 0,81 0,90 0,01 0,07 0,12
AD-53806 | AD-56976,1 | 0,40 0,64 0,85 0,90 0,14 0,21 0,01
AD-53806 | AD-56976,2 | 0,37 0,47 0,70 1,01 0,09 0,10 0,13
AD-53806 | AD-56980,1 | 0,47 0,54 0,83 0,97 0,12 0,02 0,14
AD-53806 | AD-56980,2 | 0,44 0,55 0,81 1,08 0,15 0,11 0,08
AD-53806 | AD-56984,1 | 0,41 0,63 0,81 1,08 0,04 0,07 0,14
AD-53806 | AD-56984,2 | 0,32 0,58 0,86 1,04 0,02 0,17 0,07
AD-53806 | AD-56987,1 | 0,37 0,63 0,82 1,11 0,08 0,08 0,05
AD-53806 | AD-56987,2 | 0,33 0,59 0,79 1,02 0,05 0,05 0,13
AD-53806 | AD-56991,1 | 0,36 0,57 0,73 1,08 0,01 0,07 0,18
AD-53806 | AD-56993,1 | 0,41 0,54 0,75 0,99 0,12 0,09 0,06
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Média .
Duplex i de Media Média 0,2 nM | SD de | SD de | SDde
genitor 1D do Dliplex 200 de 20 de2nM | - 384 200nM | 20 nM 2nM
M nM
AD-53806 | AD-56995,1 | 0,35 0,45 0,67 1,00 0,07 0,02 0,12
AD-53806 | AD-56978,1 | 0,35 0,67 0,88 0,91 0,04 0,22 0,05
AD-53806 | AD-56978,2 | 0,47 0,55 0,78 1,12 0,03 0,01 0,07
AD-53806 | AD-56981,1 | 0,45 0,65 0,86 1,08 0,01 0,16 0,15
AD-53806 | AD-56985,1 | 0,53 0,61 1,08 1,14 0,02 0,09 0,07
AD-53806 | AD-56988,1 | 0,62 0,81 0,91 1,13 0,01 0,05 0,20
AD-53806 | AD-56988,2 | 0,76 0,94 0,85 1,14 0,17 0,10 0,11
AD-53806 | AD-56988,3 | 0,55 0,79 0,86 1,19 0,04 0,05 0,16
AD-53806 | AD-56982,1 | 0,40 0,65 0,84 1,07 0,04 0,10 0,09
AD-53806 | AD-56982,2 | 0,38 0,50 0,70 1,01 0,03 0,03 0,08
AD-53806 | AD-56986,1 | 0,45 0,57 0,80 1,12 0,02 0,11 0,15
AD-53806 | AD-56986,2 | 0,49 0,59 0,79 1,04 0,01 0,05 0,17
AD-53806 | AD-56989,1 | 0,69 0,84 0,95 1,12 0,08 0,06 0,12
AD-53806 | AD-56990,1 | 0,49 0,56 0,79 1,08 0,03 0,02 0,13
AD-53806 | AD-56992,1 | 0,61 0,70 0,90 1,14 0,01 0,04 0,14
AD-53806 | AD-56992,2 | 0,48 0,63 0,87 0,99 0,05 0,10 0,07
AD-53806 | AD-56994,1 | 0,88 0,89 0,97 1,11 0,02 0,06 0,13
AD-53806 | AD-56994,2 | 0,34 0,42 0,73 0,98 0,01 0,05 0,05
AD-53806 | AD-56996,1 | 0,50 0,59 0,77 0,95 0,07 0,12 0,10
AD-53806 | AD-57001,1 | 0,44 0,54 0,77 1,08 0,01 0,05 0,12
AD-53806 | AD-57007,1 | 0,62 0,68 0,91 1,11 0,04 0,02 0,19
AD-53806 | AD-57013,1 | 0,65 0,78 0,94 1,17 0,05 0,04 0,22
AD-53806 | AD-57019,1 | 0,57 0,74 0,87 1,14 0,01 0,09 0,13
AD-53806 | AD-57022,1 | 0,46 0,48 0,72 0,98 0,14 0,01 0,17
AD-53806 | AD-57025,1 | 0,37 0,47 0,68 0,92 0,04 0,11 0,06
AD-53806 | AD-56997,1 | 0,41 0,56 0,77 0,88 0,00 0,10 0,09
AD-53806 | AD-57002,1 | 0,46 0,58 0,81 1,04 0,03 0,03 0,08
AD-53806 | AD-57008,1 | 0,68 0,75 0,91 1,13 0,02 0,03 0,15
AD-53806 | AD-57014,1 | 0,80 0,82 0,99 1,17 0,02 0,01 0,12
AD-53806 | AD-57020,1 | 0,51 0,53 0,81 1,07 0,17 0,03 0,07
AD-53806 | AD-57020,2 | 0,37 0,46 0,68 1,02 0,04 0,07 0,13
AD-53806 | AD-57026,1 | 0,34 0,51 0,68 0,97 0,01 0,08 0,06
AD-53806 | AD-57003,1 | 0,76 0,90 0,94 1,11 0,02 0,16 0,11
AD-53806 | AD-57009,1 | 0,81 0,88 0,93 0,98 0,01 0,03 0,10
AD-53806 | AD-57015,1 | 0,72 0,92 0,90 1,04 0,01 0,05 0,15
AD-53806 | AD-57023,1 | 0,41 0,50 0,75 1,00 0,08 0,07 0,06
AD-53806 | AD-57027,1 | 0,38 0,46 0,68 0,93 0,11 0,00 0,07
AD-53806 | AD-56998,1 | 0,45 0,57 0,94 0,98 0,01 0,06 0,11
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Média
Duplex i de Media Média 0,2 nM | SD de | SD de | SDde
genitor 'D do Diplex 200 de 20 de2nM | - 384 200 nM | 20 nM 2nM

M nM
AD-53806 AD-57004,1 | 0,39 0,61 0,80 1,13 0,03 0,04 0,13
AD-53806 AD-57010,1 | 0,43 0,64 0,81 1,00 0,01 0,07 0,15
AD-53806 AD-57016,1 | 0,44 0,71 0,80 0,97 0,01 0,25 0,05
AD-53806 AD-56999,2 | 0,49 0,60 0,69 1,04 0,04 0,02 0,16
AD-53806 AD-56999,1 | 0,39 0,55 0,68 0,96 0,01 0,09 0,10
AD-53806 AD-57021,1 | 0,40 0,58 0,71 1,02 0,03 0,03 0,11
AD-53806 AD-57024,1 | 0,41 0,49 0,68 1,02 0,14 0,00 0,10
AD-53806 AD-57005,1 | 0,45 0,56 0,87 1,06 0,03 0,03 0,20
AD-53806 AD-57011,1 | 0,53 0,63 0,92 1,02 0,02 0,07 0,10
AD-53806 AD-57017,1 | 0,48 0,60 0,81 1,07 0,00 0,01 0,12
AD-53806 AD-57000,2 | 0,50 0,60 0,74 0,93 0,04 0,01 0,02
AD-53806 AD-57000,3 | 0,54 0,49 0,72 0,97 0,22 0,08 0,00
AD-53806 AD-57000,1 | 0,70 0,76 0,80 0,95 0,02 0,05 0,04
AD-53806 AD-57006,2 | 0,48 0,75 0,76 0,94 0,00 0,31 0,12
AD-53806 AD-57006,3 | 0,45 0,57 0,71 0,98 0,08 0,09 0,12
AD-53806 AD-57006,1 | 0,64 0,76 0,84 0,97 0,00 0,11 0,10
AD-53806 AD-57012,1 | 0,53 0,83 0,79 0,93 0,04 0,42 0,02
AD-53806 AD-57018,1 | 0,67 0,73 0,72 0,93 0,07 0,04 0,03
[00574] siRNAs com uma variedade de modificacbes quimicas

baseados nas sequéncias genitoras de AD-53815 e AD-53806 foram

também avaliados quanto a eficacia in vitro por transfeccdo em células

Hep3B a 10 nM e 0,1 nM. Os resultados deste rastreio da relacéo

estrutura-atividade sdo mostrados na Tabela 7, e sdo expressos como

a mensagem fracional média restante em relagéo ao controle +/- SD.

Tabela 7. Rastreios de eficacia para otimizacdo do composto-

prototipo de AD-53815 e AD-53806 por transfeccdo em uma célula

humana.
Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans

IAD-53815 |AD-53815,5 0,14 0,05 0,24 ND

IAD-53815 |AD-53815,4 0,18 0,07 0,38 ND

IAD-53815 |AD-56633,1 0,18 0,10 0,24 ND

IAD-53815 |AD-56617,1 0,13 0,06 0,25 ND

IAD-53815 |AD-56623,1 0,14 0,05 0,24 ND

IAD-53815 |AD-56629,1 0,14 0,02 0,17 ND
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Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans
IAD-53815 |AD-56635,1 0,12 0,02 0,22 ND
IAD-53815 |AD-56641,1 0,15 0,01 0,16 ND
IAD-53815 |AD-56625,1 0,12 0,03 0,29 ND
IAD-53815 |AD-56631,1 0,13 0,01 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56637,1 0,22 0,14 0,16 ND
IAD-53815 |AD-56643,1 0,18 0,08 0,16 ND
IAD-53815 |AD-56649,1 0,16 0,00 0,19 ND
IAD-53815 |AD-56655,1 0,24 0,11 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56615,1 0,15 0,00 0,32 ND
IAD-53815 |AD-56621,1 0,20 0,07 0,41 ND
IAD-53815 |AD-56627,1 0,17 0,04 0,31 ND
IAD-53815 |AD-56639,1 0,19 0,08 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56645,1 0,19 0,09 0,27 ND
IAD-53815 |AD-56651,1 0,29 0,09 0,68 ND
IAD-53815 |AD-56610,1 0,21 0,11 0,23 ND
IAD-53815 |AD-56616,1 0,16 0,04 0,29 ND
IAD-53815 |AD-56622,1 0,18 0,07 0,36 ND
IAD-53815 |AD-56628,1 0,28 0,07 0,60 ND
IAD-53815 |AD-56634,1 0,16 0,04 0,29 ND
IAD-53815 |AD-56640,1 0,21 0,09 0,26 ND
IAD-53815 |AD-56646,1 0,27 0,21 0,37 ND
IAD-53815 |AD-56652,1 0,26 0,08 0,29 ND
IAD-53815 |AD-56611,1 0,35 0,11 0,96 ND
IAD-53815 |AD-56647,1 0,17 0,09 0,13 ND
IAD-53815 |AD-56653,1 0,17 0,09 0,28 ND
IAD-53815 |AD-56612,1 0,17 0,07 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56618,1 0,14 0,00 0,26 ND
IAD-53815 |AD-56624,1 0,15 0,02 0,27 ND
IAD-53815 |AD-56630,1 0,13 0,01 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56636,1 (0,17 0,08 0,22 ND
IAD-53815 |AD-56642,1 0,12 0,03 0,13 ND
IAD-53815 |AD-56648,1 0,15 0,05 0,21 ND
IAD-53815 |AD-56654,1 0,22 0,10 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56613,1 0,17 0,07 0,40 ND
IAD-53815 |AD-56619,1 0,21 0,12 0,30 ND
IAD-53815 |AD-56614,1 0,12 0,01 0,23 ND
IAD-53815 |AD-56620,1 0,12 0,02 0,15 ND
IAD-53815 |AD-56626,1 0,14 0,03 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56632,1 0,12 0,02 0,21 ND
IAD-53815 |AD-56638,1 0,15 0,10 0,23 ND
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Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans
IAD-53815 |AD-56644,1 0,23 0,11 0,17 ND
IAD-53815 |AD-56650,1 0,13 0,03 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56656,1 0,26 0,03 0,27 ND
IAD-53815 |AD-56662,1 0,13 0,06 0,18 ND
IAD-53815 |AD-56668,1 0,19 0,05 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56673,1 0,18 0,05 0,21 ND
IAD-53815 |AD-56678,1 0,17 0,00 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56683,1 0,29 0,22 0,27 ND
IAD-53815 |AD-56688,1 0,19 0,02 0,18 ND
IAD-53815 |AD-56657,1 0,18 0,14 0,34 ND
IAD-53815 |AD-56663,1 0,11 0,04 0,18 ND
IAD-53815 |AD-56669,1 0,11 0,02 0,31 ND
IAD-53815 |AD-56674,1 0,14 0,00 0,21 ND
IAD-53815 |AD-56679,1 0,14 0,05 0,19 ND
IAD-53815 |AD-56684,1 0,14 0,03 0,19 ND
IAD-53815 |AD-56689,1 0,18 0,09 0,18 ND
IAD-53815 |AD-56693,1 0,19 0,11 0,21 ND
IAD-53815 |AD-56658,1 0,19 0,13 0,30 ND
IAD-53815 |AD-56664,1 0,15 0,07 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56670,1 0,18 0,10 0,26 ND
IAD-53815 |AD-56680,1 0,27 0,05 0,31 ND
IAD-53815 |AD-56685,1 0,14 0,02 0,28 ND
IAD-53815 |AD-56690,1 0,10 0,03 0,18 ND
IAD-53815 |AD-56694,1 0,15 0,06 0,17 ND
IAD-53815 |AD-56659,1 0,16 0,04 0,27 ND
IAD-53815 |AD-56665,1 (0,14 0,06 0,26 ND
IAD-53815 |AD-56671,1 0,11 0,01 0,29 ND
IAD-53815 |AD-56676,1 0,14 0,06 0,20 ND
IAD-53815 |AD-56681,1 0,15 0,03 0,30 ND
IAD-53815 |AD-56686,1 0,15 0,03 0,26 ND
IAD-53815 |AD-56691,1 0,11 0,02 0,16 ND
IAD-53815 |AD-56695,1 0,14 0,06 0,24 ND
IAD-53815 |AD-56660,1 0,10 0,03 0,37 ND
IAD-53815 |AD-56666,1 (0,18 0,13 0,22 ND
IAD-53815 |AD-56672,1 0,14 0,02 0,35 ND
IAD-53815 |AD-56677,1 0,15 0,04 0,23 ND
IAD-53815 |AD-56682,1 0,14 0,06 0,28 ND
IAD-53815 |AD-56687,1 0,24 0,01 0,53 ND
IAD-53815 |AD-56692,1 0,09 0,01 0,36 ND
IAD-53815 |AD-56696,1 0,16 0,09 0,26 ND
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Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans
IAD-53815 |AD-56661,1 0,21 0,15 0,48 ND
IAD-53815 |AD-56667,1 0,22 0,16 0,26 ND
IAD-53806 |AD-53806,11/0,19 0,05 0,25 0,06
IAD-53806 |AD-53806,13/0,21 0,07 0,21 0,16
IAD-53806 |AD-53806,12/0,21 0,08 0,21 0,02
IAD-53806 |AD-53806,5 0,22 0,01 0,29 0,06
IAD-53806 |AD-53806,6 0,24 0,07 0,33 0,12
IAD-53806 |AD-53806,7 0,19 0,02 0,24 0,11
IAD-53806 |AD-53806,8 0,20 0,01 0,23 0,05
IAD-53806 |AD-53806,9 0,22 0,01 0,19 0,06
IAD-53806 |AD-53806,10(0,17 0,01 0,21 0,07
IAD-53806 |AD-56979,1 0,18 0,00 0,29 0,14
IAD-53806 |AD-56979,2 0,24 0,11 0,24 0,12
IAD-53806 |AD-56975,3 0,26 0,09 0,28 0,18
IAD-53806 |AD-56975,4 0,35 0,02 0,50 0,23
IAD-53806 |AD-56975,5 0,17 0,01 0,21 0,18
IAD-53806 |AD-56975,1 0,24 0,09 0,32 0,12
IAD-53806 |AD-56975,2 0,19 0,04 0,16 0,02
IAD-53806 |AD-56983,1 0,17 0,01 0,32 0,18
IAD-53806 |AD-56983,2 0,28 0,07 0,63 0,15
IAD-53806 |AD-56983,3 [1,22 0,61 0,83 0,02
IAD-53806 |AD-56983,4 0,25 0,10 0,24 0,10
IAD-53806 |AD-56983,5 0,17 0,01 0,26 0,15
IAD-53806 |AD-56977,3 0,31 0,11 0,28 0,23
IAD-53806 |AD-56977,1 0,22 0,04 0,34 0,12
IAD-53806 |AD-56977,2 0,22 0,05 0,29 0,16
IAD-53806 |AD-56976,1 0,21 0,09 0,34 0,20
IAD-53806 |AD-56976,2 0,17 0,03 0,25 0,04
IAD-53806 |AD-56980,1 0,22 0,04 0,20 0,02
IAD-53806 |AD-56980,2 0,19 0,01 0,20 0,06
IAD-53806 |AD-56984,1 0,24 0,11 0,22 0,10
IAD-53806 |AD-56984,2 0,19 0,01 0,21 0,10
IAD-53806 |AD-56987,1 0,19 0,05 0,29 0,19
IAD-53806 |AD-56987,2 0,24 0,03 0,24 0,09
IAD-53806 |AD-56991,1 0,17 0,01 0,17 0,08
IAD-53806 |AD-56993,1 (0,14 0,09 0,22 0,06
IAD-53806 |AD-56995,1 0,19 0,07 0,27 0,13
IAD-53806 |AD-56978,1 0,27 0,12 0,36 0,12
IAD-53806 |AD-56978,2 0,24 0,03 0,20 0,01
IAD-53806 |AD-56981,1 0,22 0,03 0,28 0,17
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Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans
IAD-53806 |AD-56985,1 0,21 0,00 0,28 0,04
IAD-53806 |AD-56988,1 0,20 0,02 0,24 0,02
IAD-53806 |AD-56988,2 0,20 0,03 0,27 0,13
IAD-53806 |AD-56988,3 0,23 0,03 0,27 0,01
IAD-53806 |AD-56982,1 0,23 0,06 0,24 0,00
IAD-53806 |AD-56982,2 0,21 0,06 0,18 0,07
IAD-53806 |AD-56986,1 0,23 0,05 0,20 0,06
IAD-53806 |AD-56986,2 0,24 0,04 0,25 0,13
IAD-53806 |AD-56989,1 0,31 0,02 0,43 0,00
IAD-53806 |AD-56990,1 0,27 0,00 0,28 0,10
IAD-53806 |AD-56992,1 0,27 0,06 0,31 0,01
IAD-53806 |AD-56992,2 0,22 0,10 0,30 0,14
IAD-53806 |AD-56994,1 0,97 0,05 0,85 0,09
IAD-53806 |AD-56994,2 0,22 0,09 0,26 0,01
IAD-53806 |AD-56996,1 0,18 0,04 0,31 0,08
IAD-53806 |AD-57001,1 0,24 0,09 0,23 0,08
IAD-53806 |AD-57007,1 0,25 0,01 0,27 0,03
IAD-53806 |AD-57013,1 0,30 0,08 0,33 0,02
IAD-53806 |AD-57019,1 0,29 0,03 0,28 0,02
IAD-53806 |AD-57022,1 0,20 0,06 0,21 0,05
IAD-53806 |AD-57025,1 0,23 0,12 0,25 0,15
IAD-53806 |AD-56997,1 0,20 0,05 0,25 0,11
IAD-53806 |AD-57002,1 0,21 0,07 0,28 0,01
IAD-53806 |AD-57008,1 0,26 0,01 0,31 0,01
IAD-53806 |AD-57014,1 0,32 0,03 0,43 0,05
IAD-53806 |AD-57020,1 0,19 0,00 0,23 0,01
IAD-53806 |AD-57020,2 0,20 0,08 0,28 0,22
IAD-53806 |AD-57026,1 0,34 0,24 0,37 0,24
IAD-53806 |AD-57003,1 0,34 0,04 0,45 0,15
IAD-53806 |AD-57009,1 0,30 0,07 0,40 0,02
IAD-53806 |AD-57015,1 0,32 0,01 0,47 0,04
IAD-53806 |AD-57023,1 0,17 0,06 0,27 0,13
IAD-53806 |AD-57027,1 0,20 0,03 0,19 0,11
IAD-53806 |AD-56998,1 0,23 0,09 0,29 0,24
IAD-53806 |AD-57004,1 0,24 0,13 0,30 0,12
IAD-53806 |AD-57010,1 0,23 0,09 0,23 0,11
IAD-53806 |AD-57016,1 0,21 0,03 0,23 0,06
IAD-53806 |AD-56999,2 0,25 0,10 0,35 0,05
IAD-53806 |AD-56999,1 0,24 0,08 0,28 0,21
IAD-53806 |AD-57021,1 0,18 0,04 0,29 0,17
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Duplex ID do Média de 10 SD de 10 nM Média de 0,1 nM SD de 0,1 nM
genitor Duplex nM com Trans com Trans com Trans com Trans

IAD-53806 |AD-57024,1 0,20 0,09 0,28 0,11

IAD-53806 |AD-57005,1 0,18 0,10 0,29 0,17

IAD-53806 /AD-57011,1 0,21 0,07 0,26 0,12

IAD-53806 |AD-57017,1 [0,20 0,07 0,29 0,21

IAD-53806 |AD-57000,2 0,20 0,04 0,29 0,21

IAD-53806 |AD-57000,3 [0,22 0,11 0,30 0,16

IAD-53806 |AD-57000,1 0,25 0,14 0,38 0,33

IAD-53806 |AD-57006,2 (0,22 0,14 0,31 0,18

IAD-53806 |AD-57006,3 0,19 0,09 0,31 0,25

IAD-53806 |AD-57006,1 [0,20 0,12 0,41 0,29

IAD-53806 |AD-57012,1 0,16 0,05 0,36 0,17

IAD-53806 |AD-57018,1 0,20 0,37 0,10 0,14

[00575] Para se determinar se qualquer um dos siRNAs do rastreio

SAR in vitro é mais eficaz no silenciamento de PCSK9 do que o siRNA
genitor (AD-53815), a camundongos com PCSK9 transgénica foi
administrada uma dose Unica de 3 mg/kg dos siRNAs mostrados na
Figura 4, e, 72 horas po6s-dosagem, os niveis de proteina PCSK9 foram
determinados por ensaio ELISA. Os resultados, mostrados na Figura 5,
demonstram que AD-57928 €& surpreendentemente eficaz no
silenciamento de PCSK9. A Figura 6 mostra que ndo s6 uma dose Unica
de AD-57928 silencia eficazmente a proteina PCSK9, mas existe
também uma resposta a dose usando AD-57928.

Exemplo 4. Estudo de Divisao de Dosagem Usando AD-57928
[00576]

proteina PCSKO foi avaliada por medicéo dos niveis da proteina PCSK9

A capacidade de AD-57928 de suprimir a expressdo da

de humano (hPCSK9) no soro de camundongos com hPCSK9

transgénica apdés administracdo de AD-57928. AD-57928 foi
administrado subcutaneamente usando seis diferentes programas de
dosagem gue incluiram uma "fase de carga" durante a primeira semana
(uma dose de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg ou 2 mg/kg diariamente durante 5 dias
consecutivos), seguida por uma "fase de manutencéao" (dosagem uma

vez ou duas vezes semanalmente de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg ou 2 mg/kg
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durante 5 semanas), como é descrito na Tabela 8 em baixo. A Ultima
dose foi administrada ao dia 38. Cada programa de dosagem foi testada
usando um grupo de 3 camundongos que inclui dois machos e uma
fémea. Um grupo de controle recebeu injecbes com PBS.

Tabela 8. Esquemas de Dosagem para administracdo de AD-57928

Artigo de | Semanal Semanas 2-6
Teste
Dose de | Dose Dose de | Dose
Carga Total manutencao Semanal
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) Total
(mg/kg)
PBS 5x 0 2X 0
AD-57928 | 5x2 10 2x2 4
AD-57928 | 5x2 10 1x2 2
AD-57928 | 5x1 5 2x1 2
AD-57928 | 5x1 5 1x1 1
AD-57928 | 5x0,5 2,5 2x0,5 1
AD-57928 | 5x0,5 2,5 1x0,5 0,5

[00577] Foi coletado soro 3 dias antes da administracdo da primeira
dose e aos dias 1, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 35, 38, 42, 45, 52, 59
e 65 apods a primeira dose. Os niveis da proteina PCSK9 no soro foram
avaliados por ensaio ELISA. Os resultados sao mostrados nas Figuras
6,7 e 8.

[00578] Niveis da proteina hPCSK9 no soro de reduzidos foram
observados 72 horas apo0s a primeira dose, e foram sustentados até ao
dia 38. A administracdo de AD-57928 as cargas de dose de 5x2 mg/kg,
5x1 mg/kg e 5x0,5 mg/kg resultou em reducdo de ~90 %, ~70 % e ~60
% dos niveis da proteina hPCSK?9 no soro, respectivamente (ver Figuras
6-8). No grupo doseado usando o programa de dosagem de

manutencdo 2x, os niveis reduzidos de hPCSK9 foram sustentados
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durante 1 semana mais do que no grupo doseado usando o programa
de dosagem de manutencdo 1x, e regressaram a linha de base 4
semanas apos a ultima dose (ver Figuras 6-8).

Exemplo 5. Titulacdo de Fosforotioato

[00579] De modo a se determinar o efeito do nimero e posicao de
modificacbes de fosforotioato na capacidade de dsRNA de inibir a
expressao de PCSK9, um namero de siRNAs baseados nas sequéncias
genitoras de AD-57928, AD-53806 e AD-53830 como mostrado na
Tabela 9 foi preparado e testado. Para se determinar se qualquer um
dos siRNAs é mais eficaz no silenciamento de PCSK9 do que AD-
57928, a camundongos com PCSK9 transgénica foi administrada uma
dose unica de 0,3 mg/kg do siRNA na Tabela 9, e, 72 horas pos-
dosagem, os niveis de proteina PCSK9 foram determinados por ensaio
ELISA. Os resultados, mostrados na Figura 9, demonstram que AD-
57928 é surpreendentemente eficaz no silenciamento de PCSK9. AD-
58893, AD-58894, AD-58896, AD-58897, AD-58898 e AD-58899 foram
também capazes de silenciar PCSK9 em comparagdo com o controle.
Tabela 9. siRNAs usados na experiéncia de titulacdo de

fosforiotioato

ID do o SEQ o . SEQ o
. Sequéncia Senso Sequéncia Antissenso Quimica
Daplex ID NO: ID NO:
1557 1567 TOFFEE
com 6 PS, e
AD- CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCf asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfu 30M
e na
57928 uUfuufgufL96 CfuAfgsasa )
extremidade
3'de AS
1558 1568 TOFFEE
AD- CfsuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfu asCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuC 3 ps
com
58893 UfuUfgufL96 fuAfgasa )
exteriores
1559 1569 TOFFEE
AD- CfusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfu aCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuC 3 Ps
com
58894 UfuUfgUfL96 fuAfgsaa o
interiores
1560 1570 TOFFEE
AD- CfuAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuU asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfu com apenas
58895 fuUfgUfL96 CfuAfgsasa 4 PS
antissenso
AD- CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCf 1561 aCfaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCf | 1571 TOFFEE
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ID do _ SEQ _ , SEQ _
Sequéncia Senso Sequéncia Antissenso Quimica
Daplex ID NO: ID NO:
58896 uUfuUfgufL96 uAfgaa com apenas
2 PS senso
AD- CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgC | 1562 asCfsasAfaAfgCfaAfaacAfgGf 1572 TOFFEE
58897 fuUfuUfgUfL96 uCfuAfsgsasa com 9 PS
AD- CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgC | 1563 asCfsaAfaAfgCfsaAfaacAfsgG | 1573 TOFFEE
58898 fuUfuUfgUfL96 fuCfuAfsgsasa com 10 PS
AD- CfsusAfsgAfcCfuGfUfUfuUfgC | 1564 asCfsaAfaAfgCfsaAfaacAfsgG | 1574 TOFFEE
58899 fuUfuUfsgUfL96 fuCfuAfsgsasa com 11 PS
1565 1575 Versdo 6PS
AD- CfsasAfgCfaGfaCfAfUfuUfauf asAfsaAfaGfaUfaAfaugUfcUfg d AD
e -
58900 cUfuUfuUfL96 CfuUfgscsu
53806
1566 1576 Versdo 6PS
AD- UfsusUfuCfuAfgAfCfCfuGfuUf asAfsgCfaAfaAfcAfgguCfuAfg d AD
e -
58902 uUfgCfuufL96 AfaAfasgsu
53830

Exemplo 6. Niveis de Farmaco no Figado de AD-57928 e AD-58895
[00580]

figado de camundongos de tipo selvagem de modo a se definir

O objetivo deste estudo foi quantificar niveis de siRNA no

condicdes apropriadas para rastreio do nivel de farmaco. Os siRNAs
usados na experiéncia foram AD-57928 e AD-58895 (que ndao
produziram nenhuma diminuicdo no nivel da proteina PCSK9 no
Exemplo 5). AD-58895 foi usado como um comparador para definir
pontos temporais aos quais é observavel uma diferenca no nivel de
farmaco que reflete a eficacia.

[00581]

experiéncia (3 camundongos por grupo). A estes camundongos foi

Um total de 33 camundongos fémeas C57B6 foi usado na

administrada uma dose subcutanea Unica de AD-57928, AD-58895 ou
PBS como um controle. Os figados foram coletados as 4, 24, 48, 72, 96
e 168 horas pés-dose. Aliquotas de tecido em duplicado por amostra
foram coletadas, e a concentracdo de siRNA no figado foi medida
usando um ensaio de pRT-PCR especifico quanto a sequéncias
antissenso recém-desenhado. A quantidade medida de AD-57928 e AD-
58895 por grama de figado ao longo do tempo é mostrada na Figura 10,
e a quantidade de AD-57928 e AD-58895 expressa como uma

percentagem da dose tedrica total € mostrada na Figura 11. O limite de
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deteccdo (LOD) do ensaio de gRT-PCR foi ~1 ng/ g de figado, e 0 ensaio
mostrou bom desempenho e reproduz precisamente a reprodutibilidade.
Os resultados indicam que AD-57928 é mais estavel no figado e AD-
58895 é menos estavel, e ambos podem ser detetados ao longo de
todos os pontos temporais. Aos 7 dias pés-dose, o nivel de AD-57928
esta >100 vezes acima do LOD do ensaio de gqRT-PCR, e o nivel de
AD-58895 esta >10 acima do LOD. As concentracdes de AD-57928 e
AD-58895 diferem em média >10 vezes de acordo com a sua
estabilidade prevista e a eficacia observada. O ponto temporal entre 72
e 120 horas pos-dose pode ser apropriado para rastreios baseados em
silenciamento de siRNA.
Exemplo 7. Otimizagéo de AD-57928
[00582] De modo a se intensificar a atividade e estabilidade in vivo
de AD-57928, agentes de RNAI adicionais baseados nas sequéncias
genitoras de AD-57928 foram preparados e testados (Tabela 10; as
sequéncias "Senso” na Tabela 10 séo divulgadas como SEQ ID NOS:
1653-1658, respectivamente, por ordem de aparecimento, e as
sequéncias "Antissenso" sao divulgadas como SEQ ID NOS: 1659-
1664, respectivamente, por ordem de aparecimento; as mesmas
sequéncias senso e antissenso divulgadas na Tabela 10 sdo também
divulgadas na Figura 12A).
[00583] As sequéncias senso e antissenso ndo modificadas para AD-
60121 sao:

Senso — 5- CUAGACCUGUTUUGCUUUUGU - 3 (A-
122088.3; SEQ ID NO:1665); e

Antissenso — 5’- ACAAAAGCAAAACAGGUCUAGAA - 3'(A-
120190.19; SEQ ID NO:1666).
[00584] Em geral, estes compostos continham menos modificagdes
de 2’-fluoro e as uridinas modificadas por flior foram removidas. A

poténcia in vitro destes duplexes foi testada por transfeccao de células
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HelLa e Hep3b. Como mostrado na Figura 12B, AD-59849, AD-59228, e
AD-60212 tém valores de ICso comparaveis ao genitor (AD-57928).
[00585] A capacidade destes duplexes de persistirem in vivo no
figado foi também determinada por administracdo de 1 mg/kg de cada
duplex a camundongos de tipo selvagem e determinacdo do nivel de
SsiRNA por PCR quantitativa. Como ilustrado na Figura 13, todos os
duplexes mostram maior persisténcia no figado do que o duplex genitor
comecando no ponto temporal pés-120 horas de administracao.
[00586] A capacidade destes duplexes de suprimirem a expressao
da proteina PCSK9 foi também avaliada in vivo por medi¢&o dos niveis
da proteina PCSK9, LDL, HDL, colesterol total (Tc), triglicerideos (Tgs),
alanina transaminase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), e
fosfatase alcalina (ALP) no soro de primatas ndo humanos (NHP). A
presenca de reacdo no local de injecdo foi também monitorizada. Os
duplexes foram administrados usando um programa de dosagem que
incluiu uma "fase de carga" durante a primeira semana (uma dose de 2
mg/kg diariamente durante 5 dias subsequentes, qdx5), seguida por
uma "fase de manutencao” (trés doses semanais de 2 mg/kg durante 3
semanas, qwx3), como € descrito na Tabela 11 abaixo.

Tabela 10. Agentes de RNAIi Adicionais.

ID do ID do

Duplex Senso . Antissenso
Senso Antissenso

AD-57928 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfguf asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfu
A-117428 A-117429

(parent) L96 CfuAfgsasa

asCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfuc
AD-59849 (A-121244 |CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgcuuuugul96 |A-121239

uAfgsasa
asCfsaAfaagCfaAfaacAfgGfuc
AD-60688 |A-120188 |csusagacCfuGfuuuugcuuuugulL96 A-121239
uAfgsasa
asCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGT
AD-59223 |A-120188 |csusagacCfuGfuuuugcuuuugulL96 A-120190
uCfuagsasa
asCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGT
AD-60212 [A-122088 |csusagacCfuGfudTuugcuuuugul96 A-120190
uCfuagsasa
CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfsuUfsuUfsg asCfsaAfaAfsgCfaAfaacAfgGfu
AD-59228 |A-120197 A-120202
sUfsL96 CfsuAfgsasa
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Tabela 11. Programas de Dosagem

_ ) Nivel da _ Dose
Artigo de | Nimero Frequéncia da _
N Dose cumulativ
Teste do Grupo Dose
(mg/kg) a (mg/kg)
AD-57928 1 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
AD-59849 2 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
AD-60688 3 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
3 fémeas
AD-59223 4 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
AD-60212 5 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
AD-59228 6 2 qdx5+qwx3, 8 doses | 16
Sangue : Dias -9, -6, -3, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 35, 42, 49, 56, 63 (primeira dose,
Dia 1)
Observacao no local de injecdo: Sim
Leituras: Proteina PCSK9, LDL, HDL, Tc, Trigs, ALT, AST, ALP

[00587] Como mostrado nas Figuras 14A e 14B, todos 0os compostos
exceto para AD-60688 alcancam silenciamento de PCSK9 maior do que
80 % e animais individuais no grupo de AD-60212 alcancam
silenciamento de PCSK9 maior do que 90 %. A Figura 15 demonstra
gue, na auséncia de estatinas, todos os compostos exceto para AD-
60688 alcancam diminuicdo de colesterol LDL de 60 % e animais
individuais no grupo de AD-59223 alcancam diminuicdo de colesterol
LDL até 77 %. Surpreendentemente, e como ilustrado na Figura 18, os
agentes indicados mantiveram diminuicdo de colesterol 46 dias apos a
Ultima dose dos agentes indicados. Ainda mais surpreendentemente, e
como ilustrado na Figura 19, AD-60212 e AD-59849 mantém diminuicao
de colesterol LDL até 60 % até pelo menos o dia 120 (93 dias apos a

tltima dose), mais tempo do que qualquer efeito observado para um
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agente de RNAI in vivo, indicando que, apds uma fase de carga, estes
compostos podem ser administrados a uma frequéncia de uma vez por
més, uma vez a cada dois meses, uma vez a cada trés meses, uma vez
a cada quatro meses, uma vez a cada cinco meses, ou uma vez a cada
seis meses durante a fase de manutencgao.

Exemplo 8. Preparacéo de Sequéncias de PCSK9 Baseadas em AD-
57928 Adicionais

[00588] Agentes de RNAI adicionais baseados nas sequéncias
genitoras de AD-57928 foram preparados (ver Tabela 12, em baixo) e
testados in vitro quanto a poténcia para transfeccéo de células HeLa e
Hep3B com estes agentes. Os valores de ICso para estes agentes séo
mostrados na Tabela 13.
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Tabela 12. Sequéncias de PCSK9

ID do Duplex Fita senso Senso (5' para 3') EEQ Antissenso IAntissenso (5' para 3') iEQ D
IAD-57928.45 IA-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1577 A-117429.1 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1605
IAD-60928.1 IA-122701.2 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgAfL96 1578 A-122702.2 usCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1606
IAD-60929.1 IA-122703.2 GfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1579 A-122704.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfcsusu 1607
IAD-60930.1 IA-122705.2 GfsasAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 1580 A-122706.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuUfcsusu 1608
IAD-60931.1 IA-122707.3 GfsasUfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1581 A-122708.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfaUfcsusu 1609
IAD-60932.1 IA-122707.4 GfsasUfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1582 A-122709.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfaUfcsasa 1610
IAD-60933.1 IA-122710.2 CfsasUfcAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1583 A-122711.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuGfaUfgsasa 1611
IAD-60934.1 A-122712.2 CfsusUfcUfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgufL96 1584 A-122713.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfaGfaAfgsasa 1612
IAD-60927.1 A-122714.2 CfsusAfcUfgCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1585 A-122715.2 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgCfaGfuAfgsasa 1613
IAD-57928.45 A-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1586 A-117429.1 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1614
IAD-60906.1 A-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1587 A-122309.1 asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1615
IAD-60907.1 A-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1588 A-122310.1 asCfsaAfaAfgCfa(Ayh)aacAfgGfuCfuAfgsasa 1616
IAD-60908.1 IA-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1589 A-122311.1 asCfsaAfaAfgCfaAf(Ayh)acAfgGfuCfuAfgsasa 1617
IAD-60909.1 IA-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1590 A-122312.1 asCfsaAfaAfgCfaAfa(Ayh)cAfgGfuCfuAfgsasa 1618
IAD-60910.1 IA-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1591 A-122313.1 asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAf(Gyh)GfuCf(Uyh)Afgsasa 1619
Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(Uyh)U
IAD-60911.1 IA-122307.1 f(Gyh)UfL96 1592 A-117429.1 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1620
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(Uyh)
IAD-60912.1 IA-122308.1 Uf(Gyh)UfL96 1593 A-117429.1 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1621
Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(Uyh)U
IAD-60913.1 A-122307.1  [f(Gyh)UfL96 1594 A-122309.1 asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1622
Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfufUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(Uyh)U
IAD-60914.1 A-122307.1  [f(Gyh)UfL96 1595 A-122310.1 asCfsaAfaAfgCfa(Ayh)aacAfgGfuCfuAfgsasa 1623

Peticio 870210102715, de 08/11/2021, pég. 276/294

L12/0.¢



Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

IAD-60915.1 |A-122307.1 Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1596 A-122311.1 asCfsaAfaAfgCfaAf(Ayh)acAfgGfuCfuAfgsasa 1624

IAD-57928.45 |A-117428.1 CfsusAfgAfcCfuGfUfUfuUfgCfuUfuUfgUfL96 1597 A-117429.1 asCfsaAfaAfgCfaAfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1625
Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

IAD-60916.1 |A-122307.1  |Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1598 A-122312.1  |asCfsaAfaAfgCfaAfa(Ayh)cAfgGfuCfuAfgsasa 1626
Cfsus(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf( asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAf(Gyh)GfuCf(Uyh)Afgsas

IAD-60917.1 |A-122307.1  |Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1599 A-1223131 fa 1627
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

IAD-60918.1 |A-122308.1  [Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1600 A-122309.1 asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAfgGfuCfuAfgsasa 1628
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

IAD-60919.1 |A-122308.1  [Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1601 A-122310.1 asCfsaAfaAfgCfa(Ayh)aacAfgGfuCfuAfgsasa 1629
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

AD-60920.1 |A-122308.1  [Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1602 A-122311.1 asCfsaAfaAfgCfaAf(Ayh)acAfgGfuCfuAfgsasa 1630
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf(

AD-60921.1 |A-122308.1  [Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1603 A-122312.1 asCfsaAfaAfgCfaAfa(Ayh)cAfgGfuCfuAfgsasa 1631
(Cyh)u(Ayh)(Gyh)(Ayh)(Cyh)CfuGfUfUfuUf(Gyh)Cf(Uyh)Uf( asCfsaAfaAfgCf(Ayh)AfaacAf(Gyh)GfuCf(Uyh)Afgsas

IAD-60922.1 |A-122308.1  [Uyh)Uf(Gyh)UfL96 1604 A-122313.1 a 1632
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Tabela 13. Valores de ICso para os agentes de RNAi identificados na

2721277

Tabela 12.
ID do Duplex ICso (NM) de Hela ICso (NM) de Hep3B
AD-57928,47 0,0026 0,0005
AD-60928,1 0,0000 0,0009
AD-60929,1 0,0010 0,0027
AD-60930,1 0,0055 0,0019
AD-60931,1 0,0028 0,0019
AD-60932,1 0,0039 0,0036
AD-60933,1 0,0349 0,1518
AD-60934,1 0,2115 0,5420
AD-60927,1 >10 -
AD-57928,45 <3,57225e-005 0,0007
AD-60906,1 0,0048 0,0007
AD-60907,1 0,0001 <3,57225e-005
AD-60908,1 0,0003 0,0072
AD-60909,1 - 0,0142
AD-60910,1 0,0001 0,0030
AD-60911,1 0,0955 0,1935
AD-60912,1 0,1834 0,4106
AD-60913,1 0,2693 0,5715
AD-60914,1 0,2292 0,4319
AD-60915,1 0,2069 0,3185
AD-57928,45 0,0057 0,0027
AD-60916,1 0,0802 0,2040
AD-60917,1 0,1420 0,0976
AD-60918,1 0,4101 0,3268
AD-60919,1 0,3202 0,5143
AD-60920,1 0,5199 0,5978
AD-60921,1 0,7969 2,0875
AD-60922,1 1,1078 1,0307
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Exemplo 9. Eficacia de Dose Repetida de AD-57928

[00589] A eficacia de dose repetida de AD-57928 na supresséo da
expressdo da proteina PCSK9 foi avaliada in vivo por medicdo dos
niveis da proteina PCSK9, LDL, HDL, colesterol total (Tc), triglicerideos
(Tgs), alanina transaminase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), e
fosfatase alcalina (ALP) no soro de primatas ndo humanos (NHP). A
presenca de reacdo no local de injecdo foi também monitorizada.
Duplexes de AD-57928 foram subcutaneamente administrados usando
os programas de dosagem descritos na Tabela 14 em baixo. Os animais
do grupo 5 foram redoseados com uma dose unica de 25 mg/kg ao dia
92. A um grupo de animais adicional foi administrada uma dose uUnica
de 25 mg/kg. "2xw" é duas vezes por semana; "g2w" € uma vez a cada
duas semanas; e "glw" € uma vez por semana.

Tabela 14. Programas de Dosagem

) Nivel da ) Dose
Artigo de | Namero Frequéncia da ]
N Dose cumulativa
Teste do Grupo Dose
(mg/kg) (mg/kg)

1 1 2xw, 12 doses 12

2 2 2xw, 12 doses 24

3 1 g2w, 6 doses 6
AD-57928

4 3fémeas | 2 g2w, 6 doses 12

5 0,5 glw, 6 doses 3

6 1 glw, 10 doses 10

7 2 glw, 10 doses 20
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_ ) Nivel da o Dose
Artigo de | Numero Frequéncia da )
N Dose cumulativa
Teste do Grupo Dose
(mg/kg) (mg/kg)

Sangue : Dias -9, -6, -3, 1 (pré-sangramentos) 3-129 (sangramentos de eficacia)
Observacao no local de injecdo: Sim
Leituras: Proteina PCSK9, LDL, HDL, Tc, Trigs, ALT, AST, ALP

[00590] Como ilustrado na Figura 16A, o regime mais eficaz para
diminuicéo de LDL foi um regime duas vezes semanalmente (2xw) que
alcancou uma reducao de cerca de 60 % nos niveis de LDL. A mesma
dose cumulativa administrada menos frequentemente foi menos eficaz
do que o regime duas vezes por semana. A Figura 16B demonstra que
o regime 2xw alcangou silenciamento de PCSK9 maior do que 80 %.
[00591] As Figuras 17A e 17B demonstram que uma dose Unica de
25 mg/kg de AD-57928 tem o mesmo inicio de diminuicdo de LDL e
PCSK9, o mesmo nadir da diminuicdo de PCSK9 e LDL, e taxa
equivalente de diminuicdo de LDL como uma dose multipla mais baixa
de 2 mg/kg de AD-57928 administrada duas vezes por semana (2xw).
Estes graficos demonstram também que existe uma tendéncia na
direcdo de diminuicdo mais rapida de PCSK9 com a dose Unica de 25
mg/kg e que a recuperacdo de ambos os niveis de PCSK9 e niveis de
LDL comeca cerca de 20 dias ap0s ser alcancado o nadir (dia 7) para a
dose Unica de 25 mg/kg. O nadir para a dose unica de 25 mg/kg é ao
Dia 7.

Exemplo 10. Tolerabilidade de Agentes de RNAi de AD-57928
Otimizados

[00592] Os agentes de RNAI adicionais preparados com base nas
sequéncias genitoras de AD-57928 descritas na Figura 12A (e Tabela
10) foram avaliados quanto a tolerabilidade em ratos. A ratos machos
foram subcutaneamente administrados 225 mg/kg dos agentes de RNAI
indicados aos dias 1, 8, e 15, e foram sacrificados e necropsiados ao

dia 16 (ver Tabela 15). Os animais foram observados quanto a
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guaisquer sintomas clinicos em uma base diaria e 0s pesos corporais
dos animais foram determinados pré-estudo e semanalmente durante o
estudo. Ao dia 16, sangue dos animais foi avaliado hemotologicamente,
guanto a coagulacdo e quanto a quimica do soro; o metabolismo do
farmaco e farmacocinética dos agentes foram determinados usando
amostras de figado dos animais; e o coracao, pulmdes (insuflados), rins,
figado, baco, testiculos, e primeiro e ultimo locais de injecdo foram
analisados quanto a quaisquer mudancas. Nao existiram nenhumas
mudancas nos sinais clinicos, obervacdes visuais no local de injecao,
guimica do soro, coagulacao ou patologia microscépica do figado, baco,
pulm&o, coracao, ou testiculos. A Tabela 16 proporciona um sumario
dos pesos do figado, dos pesos corporais finais, dos resultados das
analises hematoldgicas e das pontuacfes de gravidade da patologia
para os locais de injecao finais e rins para cada agente testado.

Tabela 15. Programas de Dosagem

Grupo Vol. da Programa
Dose No. NXx
da TA Dose de _
(mg/kQ) Machos Dia
Dose (mL/kQ) Dosagem
1 PBS 0 3
AD-57928
2 _ 225 3
(genitor)
. SC aos Dias | Dia
3 AD-59849 | 225 3
1,8,e15 16
4 AD-59223 | 225 3
5 AD-59228 | 225 3
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Grupo Vol. da Programa
Dose No. Nx
da TA Dose de _
(mg/kqg) Machos Dia
Dose (mL/kQ) Dosagem
6 AD-60688 225 3
7 AD-60212 225 3
Tabela 16. Sumario da Tolerabilidade
AD-57928 | AD-59849 | AD-59223 | AD-59228 | AD-60688 | AD-60212
(genitor)
No. PS 6 6 6 13 6 6
No. 2'F 21 15 12 21 9 12
No. dT 0 0 0 0 0 1
907 + 62 1139 +| 1277 + [ 1999 + 424 | 1624 + | 1258 +
[Figado] 160 231 147 286
(ua/a)
-2.1% -4,6 % -2,1% -6,8 % -0.5% -29%
BW Final
% do
controle)
Dia 16 Nenhuma | Nenhuma | 1WBC, Nenhuma | Nenhuma | Nenhuma
Hematologia | Mudanca | Mudanca | 1LYM, Mudanca Mudanca | Mudanca
hemodlise
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AD-57928 | AD-59849 | AD-59223 | AD-59228 | AD-60688 | AD-60212
(genitor)
Dia 16 | 3/3 (1.7) 3/3 (1.3) 2/3 (1,5) 3/3 (2.3) 2/3(1.0) |3/3(1.3)
Inflamacédo do
Local de Inj.
Final
Dia 16 | 3/3 (2,0) 3/3 (2.3) 3/3 (1.0 3/3 (2.0) 3/3(13) |3L8(1.3)
Grénulos
Basofilicos
Rim

_Pontuacdo de Gravidade da Patologia: 1 = minima; 2 = ligeira; 3 =
moderada

BW = Peso Corporal

WBC = Globulos Brancos

LYM = Linfocitos
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REIVINDICACOES

1. Agente de RNAI de fita dupla, caracterizado pelo fato de
gque compreende uma fita senso e uma fita antissenso que formam uma
regido de dupla fita, em que a sequéncia de nucleotideo da fita antissenso
compreende 5'- asCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasa - 3' (SEQ ID
NO: 1663), e a sequéncia de nucleotideo da fita senso compreende 5'-
csusagacCfuGfudTuugcuuuugulL96-3' (SEQ ID NO: 1657),

em que a, ¢, g e u séo nucleotideos A, C, G e U modificados
com 2'-O-metila (2'-OMe), respectivamente; Af, Cf, Gf e Uf séo
nucleotideos A, C, G e U modificados com 2’-fldor, respectivamente; s

€ uma ligacéo fosforotioato; dT é 2'-desoxitimidina; e L96 é

OH,0H

AcHN

-2 —0 K K
HO. -f-;---LDa/v“xn,- No_~_N tD
o

1
OH OH o HO, "
o H H o { A‘g—g
N\ O~ N N 0. . N
HOA— A A NN HH\NWW :
o o o o
aH OH A

3 {
HO --—-."-—-L-Gv"'“m-*"‘*-n_-h TN
AcHN o - H

em que L96 é conjugado a extremidade 3' da fita senso,

como mostrado no seguinte esquema:

em que X é O.
2. Agente de RNAIi de fita dupla, de acordo com a

reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que a fita senso consiste na
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sequéncia de nucleotideos de 5'-csusagacCfuGfudTuugcuuuugulL96-3'
(SEQ ID NO: 1657) e a fita antissenso consiste na sequéncia de
nucleotideos de 5'- asCfsaAfAfAfgCfaAfaAfcAfgGfuCfuagsasa - 3' (SEQ
ID NO: 1663),

em que a, ¢, g e u sao nucleotideos A, C, G e U modificados
com 2'-O-metila (2'-OMe), respectivamente; Af, Cf, Gf e Uf sao
nucleotideos A, C, G e U modificados com 2'-fldor, respectivamente; s

€ uma ligacao fosforotioato; dT é 2'-desoxitimidina; e L96 é

OH,0H
— _--DL
HO A T30 N N0
AcHN Vﬁ\g f
OH OH

1
o 2
o H H % 2 ¢ *\.-D—g
e O M N a. o N
40:5_\] \_,. “"-u-fq\"f e e ~nfnv HMWW ]

em que L96 é conjugado a extremidade 3' da fita senso,

como mostrado no seguinte esquema:

Ho OH
AcHN T ‘E
Ho ,OH o H
0 H H H
HO OM]’N“/\"NTI/\’O
@]

AcHN o o

Ho (OH
%&,O AN
HO N N0

AcHN

em que X é O.

3. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o agente de RNAIi de fita dupla, como definido na
reivindicacédo 1 ou 2, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

4. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindi-

cacado 3, caracterizada pelo fato de que o agente de RNAI de dupla
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fita esta presente em uma solucdo ndo tamponada, preferen-
cialmente em que a referida solu¢do ndo tamponada € solucdo salina
ou agua.

5. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao
3, caracterizada pelo fato de que o referido agente de siRNA de dupla
fita esta presente em uma solucao tampao, preferencialmente em que a
referida solugdo tamp&o compreende acetato, citrato, prolamina,
carbonato, ou fosfato ou qualquer combinacdo dos mesmos, mais
preferencialmente em que a referida solucdo tampéo é solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS).

6. Método de inibicdo da expressdo de PCSK9 em uma
célula in vitro, caracterizado pelo fato de que compreende:

(@) contato da célula com o agente de RNAI de fita dupla,
como definido na reivindicagdo 1 ou 2, ou uma composi¢cao
farmacéutica, como definida em qualquer uma das reivindica¢cdes 3 a 5;
e

(b) manutencao da célula produzida na etapa (a) durante
um tempo suficiente para se obter degradacéo do transcrito RNAm de
um gene de PCSK9, inibindo deste modo a expressdo do gene de
PCSKO9 na célula.

7. Uso do agente de RNAI de fita dupla, como definido na
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que é para a fabricacéo
de uma composicédo farmacéutica, como definida em qualquer uma das
reivindicacbes 3 a 5, para o tratamento de uma lipidemia em um
individuo.

8. Uso de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pelo
fato de que o individuo € um humano, preferencialmente em que o
humano tem hipercolesterolemia.

9. Uso de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pelo

fato de que o agente de RNAI de fita dupla é administrado
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subcutaneamente.

10. Uso do agente de RNAI de fita dupla, como definido na
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que € para a fabricacdo
de uma composicéo farmacéutica, como definida em qualquer uma das
reivindicagOes 3 a 5, para o tratamento de hipercolesterolemia em um
individuo.

11. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado
pelo fato de que o individuo é um humano.

12. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado
pelo fato de que o agente de RNAi de fita dupla é administrado
subcutaneamente.

13. Uso de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda a determinacdo de um genotipo ou
fendtipo de LDLR do individuo.

14. Uso de acordo com a reivindicagcdo 10, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda a determinacdo do nivel de
colesterol no soro do individuo.

15. Uso de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que o agente de RNAI de fita dupla é administrado por via
intravenosa.

16. Uso de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que o agente de RNAI de fita dupla é administrado em duas ou
mais doses.

17. Uso de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que o agente de RNAI de fita dupla é administrado em um regime
de dosagem que inclui uma fase de carregamento seguida de uma fase
de manutencao.

18. Uso, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla € administrado em duas

ou mais doses.
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19. Uso de acordo com a reivindicagcado 10, caracterizado
pelo fato de que o agente de RNAI de fita dupla é administrado em um
regime de dosagem que inclui uma fase de carregamento seguida de
uma fase de manutencgéo.

20. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado
pelo fato de que o agente de RNAIi de fita dupla é administrado

intravenosamente.
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