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(54) Compusi si metode de reducere a expresiei Tau

(57) Rezumat:
1

Sunt furnizati compusi, metode si
compozitii farmaceutice pentru reducerca
cantititii sau activitifiic ARNm de Tau intr-o
celuld sau un animal si, in anumite cazuri,
reducerea cantititii de proteind Tau intr-o
celuld sau un animal. Astfel de compusi,
metode si compozitii farmaceutice sunt utile
pentru a ameliora cel putin un simptom al unei
boli ncurodegenerative. Astfel de simptome
includ pierderea memoriei, pierderea functiei

2

motorii si cresterea numarului si/sau volumului
de incluziuni neurofibrilare. Astfel de boli
neurodegenerative pot include tauopatii, boala
Alzheimer, dementd fronto-temporald (FTD),
FTDP-17 paralizie supranucleard progresiva
(PSP), encefalopatie traumatica cronicd (CTE),
degencrare ganglionard corticobazald (CBD),

epilepsie si sindromul Dravet.
Revendicdri: 20




(54) Compounds and methods for reducing Tau expression

(57) Abstract:

1

Provided are compounds, methods,
and pharmaceutical compositions for reducing
the amount or activity of Tau mRNA in a cell
or animal, and in certain instances reducing the
amount of Tau protein in a cell or animal. Such
compounds, methods, and pharmaceutical
compositions are useful to ameliorate at least
one symptom of a neurodegenerative disease.
Such symptoms include loss of memory, loss
of motor function, and increase in the number

2
and/or volume of neurofibrillary inclusions.
Such neurodegenerative diseases include
tauopathies, Alzheimer's Disease, Fronto-
temporal Dementia (FTD), FTDP-17
Progressive Supranuclear Palsy (PSP), Chronic
Traumatic Encephalopathy (CTE),
Corticobasal Ganglionic Degeneration (CBD),
Epilepsy, and Dravet's Syndrome.
Claims: 20
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Domeniu

Sunt furnizati compusi, inclusiv pentru utilizare in metode, si compozitii farmaceutice pentru
reducerea cantititii sau activititii ARNm de Tau intr-o celuli sau un animal si, in anumite cazuri,
reducerea cantitdtii de proteind Tau intr-o celuld sau un animal. Astfel de compusi, metode si compozitii
farmaceutice sunt utile pentru a ameliora cel putin un simptom al unei boli neurodegenerative. Astfel de
simptome includ pierderea memoriei, pierderea functiei motorii si cresterea numarului si/sau volumului
de incluziuni neurofibrilare. Astfel de boli neurodegenerative pot include tauopatii, boala Alzheimer,
dementd fronto-temporald (FTD), FTDP-17, paralizie supranucleard progresivd (PSP), encefalopatic
traumaticd cronicd (CTE), degenerare ganglionara corticobazald (CBD), epilepsie si sindromul Dravet.

Baze

Functia primara a Tau este de a se lega la si de a stabiliza microtubulii, care sunt componente
structurale importante ale citoscheletului implicate in mitoza, citokineza si transportul vezicular. Tau se
giseste in multiple tesuturi, dar este extrem de abundentd in axonii neuronilor. La om, existd sase
izoforme de Tau care sunt generate de matisarea alternativa a exonilor 2, 3 si 10. Matisarea exonilor 2 si 3
la capdtul N-terminal al proteinei conduce la includerea a zero, unu sau doud domenii acide de 29
aminoacizi si este denumitd Tau ON, 1IN sau respectiv 2N. Influenfa acestor domenii asupra functiei Tau
nu este pe deplin clard, desi poate juca un rol in interactiunile cu membrana plasmatica. Includerea
exonului 10 la capitul C-terminal conduce la includerea domeniului de legare a microtubulilor codificat
de exonul 10. Deoarece existd 3 domenii de legare a microtubulilor in alti parte in Tau, aceastd izoformi
de Tau (cu exonul 10 inclus) este denumitd Tau 4R, unde R' se referd la numirul de repetiri ale
domeniilor de legare a microtubulilor. Tau fird exonul 10 este denumitd Tau 3R. Deoarece mai multe
domenii de legare a microtubulilor (4R comparativ cu 3R) cresc legarea la microtubuli, 4R Tau probabil
creste in mod semnificativ legarea la si asamblarea microtubulilor. Raportul dintre 3R/4R Tau este reglat
din punct de vedere al dezvoltirii, cu fesuturi fetale care exprima exclusiv 3R Tau si tesuturi umane
adulte care exprimi niveluri aproximativ egale de 3R/4R Tau. Abateri de la raportul normal dintre 3R/4R
Tau sunt caracteristice tauopatiilor neurodegenerative FTD. Nu se cunoaste modalitatea in care
modificarea raportului Tau 3R/4R 1a o etapd ulterioara la animalul adult va afecta patogeneza Tau.

Fosforilarea directionatad cu serin-treonind regleazd capacitatea Tau de legare a microtubulilor.
Hiperfosforilarea favorizeazd detasarea Tau de microtubuli. Au fost descrise alte modificari post-
translationale ale Tau; cu toate acestea, semnificatia acestora nu este clard. Fosforilarea Tau este, de
asemenea, reglatd din punct de vedere al dezvoltarii, fosforilarea fiind mai crescutd in tesuturile fetale si
fosforilarea fiind mult mai scdzuti la adulti. O caracteristicd a tulburdrilor neurodegenerative este
fosforilarea crescutd aberant a Tau. Reteaua de microtubuli este implicatd in multe procese importante din
interiorul celulei, inclusiv integritatea structurald necesard pentru mentinerea morfologiei celulare si
operarea masindriei de transport. Deoarece legarea Tau la microtubuli stabilizeazd microtubulii, Tau este
probabil un mediator cheie al unora dintre aceste procese si perturbarea Tau normald in bolile
neurodegenerative poate perturba unele dintre aceste procese celulare cheie. Unul dintre indicatori
timpurii ai faptului cd Tau poate fi importantd in sindroamele neurodegenerative a fost recunoasterca
faptului cd Tau este o componentd cheie a incluziunilor neurofibrilare in boala Alzheimer. De fapt,
incluziunile neurofibrilare sunt agregate ale proteinei Tau hiperfosforilate. Impreuni cu plicile care
confin beta amiloid, incluziunile neurofibrilare reprezintd un semn distinctiv al bolii Alzheimer si se
coreleazd semnificativ cu afectarea cognitivd. 95% dintre acumuldrile de Tau in AD se gisesc in
procesele neuronale si este denumitd distrofie neuriticd. Procesul (procesele) prin care aceastd proteini
asociatd cu microtubulii se decupleazi de microtubuli si formeazd acumuldri de proteine si modalitatea in
care aceasta se leaga de toxicitatea neuronald nu sunt bine intelese.

Incluziunile neuronale de Tau reprezintd o caracteristicd patologicd nu numai a bolii Alzheimer,
ci si a unui subset de dementd frontotemporalda (FTD), PSP si CBD. Legitura dintre Tau si
neurodegenerare a fost solidificatd prin descoperirea faptului cad mutatiile genei Tau provoaca un subset
de FTD. Aceste date genetice au evidentiat, de asemenea, importanta raportului 3R:4R al Tau. Multe
dintre mutatiile Tau care cauzeazd FTD conduc la o modificare a matisdrii Tau, ceea ce conduce la
includerea preferentiald a exonului 10 si, astfel, la cresterea 4R Tau. Nivelurile generale ale Tau sunt
normale. Rdméne necunoscut daci modificarea izoformei Tau sau modificarea aminoacizilor sau ambele
cauzeazd neurodegenerare. Datele recente sugercaza faptul ci PSP poate fi asociatd, de asemenea, cu o
crestere a raportului 4R:3R al Tau.
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Pentru a ajuta la intelegerea influentei raporturilor Tau asupra neurodegenerarii, a fost generat un
model de soarece bazat pe una dintre mutatiile matisdrii Tau (N279K) utilizind o minigend care include
promotorul Tau si secventele intronice de flancare ale exonului 10. La fel ca si la oameni, acesti soareci
demonstreazi niveluri crescute ale Tau 4R in comparatic cu cei transgenici care exprimd Tau WT si
dezvoltd anomalii comportamentale si motorii, precum si acumuldri ale Tau agregatd in creier si miduva
spinarii.

Proteina Tau a fost asociatd cu multiple boli ale creierului, inclusiv boala Alzheimer, FTD, PSP,
CBD, dementa pugilistica, parkinsonism legat de cromozom, boala Lytico-Bodig, dementd predominati
de incurcdturi, gangliogliom, gangliocitom, meningioangiomatoza, panencefalitd sclerozantd subacutd,
encefalopatic saturnind, sclerozi tuberoasd, boala Hallervorden-Spatz, boala Pick, boala fibrelor
argirofile, degenerare corticobazala sau degenerare lobara frontotemporala si altele. Tulburdrile asociate
cu Tau, cum ar fi AD, reprezinti cea mai frecventd cauza a dementei la varstnici. AD afecteaza
aproximativ 15 milioane de oameni din intreaga lume si 40% din populatia cu véarsta peste 85 de ani. AD
se caracterizeaza prin doud caracteristici patologice: incluziunile neurofibrilare Tau (NFT) si placile de
amiloid-B (A).

In prezent, lipsesc optiuni acceptabile pentru tratarea unor astfel de boli neurodegenerative. Prin
urmare, un obiectiv al prezentei document este de a furniza oligonucleotide modificate, siruri, compusi si
produse farmaceutice compozitii pentru utilizare in tratarea unor astfel de boli.

Descrierea pe scurt a inventiei

Prezenta inventie furnizeaza o oligonucleotidd modificatd conform urmitoarei formule:

[
.\'\\.:\l

SECV IR 8}
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sau o sare a acesteia.

Inventia furnizeaza, de asemenea, un compus care cuprinde o oligonucleotidd modificati, in care
oligonucleotida modificatd este un gapmer constind dintr-un segment de aripd 5', un segment de gap
central si un segment de aripa 3', in care:
segmentul de aripd 5' constd din cinci nucleozide 2'-MOE,
segmentul de gap central consta din opt 2°-deoxinucleozide, si
segmentul de aripd 3' constil din cinci nucleozide 2'-MOE,;
in care oligonucleotida modificata are secventa de nucleobazd 5°-CCGTTTTCTTACCACCCT-3” (SECV
ID NR: 8), in care fiecare citozind este o 5-metilcitozind; si in care legdturile internucleozidice ale
oligonucleotidei modificate sunt, de la 5' la 3', sossssssssssssoss, in care fiecare s este o legiturd de
fosforotioat si fiecare o este o legaturd de fosfodiester.

Inventia furnizeazi, de asemenca, o oligonucleotidd modificatd, in care oligonucleotida
modificatd este un gapmer constind din un segment de aripd 5°, un segment de gap central, si un segment
de aripa 3°, in care:
segmentul de aripd 5' constd din cinci nucleozide 2'-MOE,
segmentul de gap central consta din opt 2°-deoxinucleozide, si
segmentul de aripd 3” constd din cinci nucleozide 2°-MOE;
in care oligonucleotida modificata are secventa de nucleobaze 5°-CCGTTTTCTTACCACCCT-3” (SECV
ID NR: 8), in care fiecare citozind este o 5-metilcitozind; si in care legdturile internucleozidice ale
polinucleotidei modificate sunt, de la 5° la 3°, s0ssssssssssssoss, in care fiecare s este o legiturd de
fosforotioat si fiecare o este o legaturd de fosfodiester.

Inventia furnizeaza, de asemenea, o oligonucleotidd modificatd sau o sare a acesteia, un compus
sau o compozitie farmaceutica, astfel cum sunt definite in revendicirile anexate, pentru utilizare in
terapie, inclusiv pentru utilizare in tratarea unei boli asociate cu tau, de exemplu o boald
neurodegenerativd, incluzand o tauopatie, boala Alzheimer, dementd frontotemporald (FTD), FTDP-17,
paralizie supranucleard progresivd (PSP), encefalopatie cronicd traumaticd (CTE), degenerescentd
ganglionari corticobazala (CBD), epilepsie sau sindromul Dravet.

Alte variante de realizare ale inventiei sunt definite in revendicari. Prin urmare, in prezenta sunt
furnizati compusi si utilizarea lor in metode de reducere a cantititii sau activititii de ARNm Tau si, In
anumite variante de realizare, reducerea cantititii de proteind Tau intr-o celuld sau animal. In anumite
variante de realizare, animalul are o boali neurodegenerativi. In anumite variante de realizare, prezinti o
tauopatie, boala Alzheimer, dementd fronto-temporald (FID), FTDP-17, paralizie supranucleard
progresivd (PSP), encefalopatic traumaticd cronicd (CTE), degenerescentd ganglionard corticobazala
(CBD). epilepsie sau sindromul Dravet. In anumite variante de realizare, compusii utili pentru reducerea
expresici ARNm Tau sunt compusi oligomerici. in anumite variante de realizare, Compusul nr. 814907
este util pentru reducerea expresici ARNm Tau si/sau proteinei Tau.

De asemenea, in prezenta sunt dezviluite metode utile pentru prevenirea sau ameliorarea a cel
putin unui simptom al unei boli neurodegenerative. In anumite cazuri, aceste simptome sunt pierderea de
memorie, pierderea functiei motorii, si cresterea numdrului si/sau volumului de incluziuni neurofibrilare.
In anumite cazuri, prevenirea sau ameliorarea are ca rezultat mentinerea sau imbunititirea memoriei,
mentinerea sau imbunititirea functiei motorii si/sau mentinerea sau reducerea numarului si/sau volumului
de incluziuni neurofibrilare. In anumite cazuri, o astfel de prevenire sau ameliorare a simptomelor este
sciderea vitezei de evolutie sau intirzierea debutului unor astfel de simptome.

Descrierea detaliata a inventiei

Trebuie s se inteleaga faptul ca, atit descrierea generald anterioard, cat si urmditoarea descriere
detaliatii sunt doar exemplificative si explicative si nu sunt limitative. In prezenta inventie, utilizarea
singularului include pluralul, cu exceptia cazului in care se specifica altfel. Astfel cum se utilizeaza in
prezenta, utilizarea lui "sau" semnificd "si/sau" cu exceptia cazului in care nu este specificat altfel. Mai
mult, utilizarea termenului "incluzand" precum si a altor forme, cum ar fi "include" si "inclus(d)", este
nelimitativd. De asemenea, termeni cum ar fi "element" sau "componentd" cuprind atat elemente cat si
componente care cuprind o unitate si elemente si componente care cuprind mai mult de o subunitate, cu
exceptia cazului in care se specifica altfel.

Titlurile sectiunilor utilizate in prezenta inventie sunt destinate doar unor scopuri de organizare
si nu trebuie interpretate ca limitind subiectul descris.

Definitii

Cu exceptia cazului in care sunt furnizate definitii specifice, nomenclatura utilizatd in legitura
cu, si procedurile si tehnicile de, chimie analitica, chimie organicd de sintezd si chimie medicald si
farmaceuticd, descrise in prezenta, sunt cele bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit in domeniu.

Cu exceptia cazului in care este indicat altfel, urméitorii termeni au urmitoarele semnificatii:
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DEFINITIIL

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "2'-deoxinucleozidd" semnificd o nucleozidad care cuprinde
o fractiune de zahar 2'-H(H) furanozil, astfel cum se giseste in acizii deoxiribonucleici (ADN) care apar
in stare naturali. In anumite variante de realizare, o 2'-deoxinucleozidi poate cuprinde o nucleobazi
modificatd sau poate cuprinde o nucleobazi de ARN (de exemplu, uracil).

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "nucleozidd 2’-substituitd" semnificd o nucleozidd care
cuprinde o fractiune de zahar substituit in 2'. Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "2’-substituit” cu
referire la o fractiune de zahar semnificd o fractiune de zahar care cuprinde cel pufin o grupare
substituenti in 2', alta decat H sau OH.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,administrare” semnificd furnizarea unui agent farmaceutic
unui animal.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,animal” semnificd un animal uman sau non-uman.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, "activitate antisens” semnifica orice modificare detectabild
si/sau masurabild care poate fi atribuitd hibridizarii unui compus antisens la acidul siu nucleic tinti. In
anumite variante de realizare, activitatea antisens reprezintd o scidere a cantitifii sau expresiei unui acid
nucleic tintd sau a unei proteine codificate de un astfel de acid nucleic {intd, comparativ cu nivelurile de
acid nucleic {inta sau nivelurile de proteina {intd in absenta compusului antisens.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,compus antisens” semnificd un compus oligomeric sau
duplex oligomeric capabil sa realizeze cel putin o activitate antisens.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,ameliorare” cu referire la un tratament semnifici
imbunititirea a cel putin unui simptom in raport cu acelasi simptom in absenta tratamentului. In anumite
variante de realizare, ameliorarea este reducerea severititii sau frecventei unui simptom sau debutul
intarziat sau incetinirea evolutiei severititii sau frecventei unui simptom. In anumite variante de realizare,
simptomul este pierderea memoriei, pierderea functiei motorii sau cresterea numarului si/sau volumului
de incluziuni neurofibrilare. In anumite variante de realizare, ameliorarea acestor simptome are ca rezultat
mentinerea sau imbunititirea memoriei, mentinerea sau imbundtatirea functiei motorii, si/sau mentinerea
sau reducerea numdarului si/sau volumului de incluziuni neurofibrilare.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,.cel putin un simptom al unei boli neurodegenerative”
include pierderea memoriei, pierderea functiei motorii sau cresterea numirului si/sau volumului de
incluziuni neurofibrilare.

Astfel cum se utilizeaz3 in prezenta, "nucleozidd biciclicd" sau "BNA” se referd la o nucleozidd
modificatd care cuprinde o fractiune de zahar biciclic. Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,zahar
biciclic” sau ,fractiune de zahar biciclic” semnifica o fractiune de zahar modificat care cuprinde doud
inele, in care al doilea inel este format printr-o punte care leagd doi dintre atomii din primul inel, formand
astfel o structuri biciclici. In anumite variante de realizare, primul inel al fractiunii de zahar biciclic este
o fractiune de furanozil. In anumite variante de realizare, fractiunea de zahar biciclic nu cuprinde o
fractiune furanozil.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,populatic imbogititd chiral” semnificd o multitudine de
molecule cu formuld moleculard identica, la care numarul sau procentul de molecule din cadrul populatiei
care contine o anumitd configuratie stereochimicd la un anumit centru chiral este mai mare decat numadrul
sau procentul de molecule preconizate sd contind aceeasi configuratie stereochimica particulara in acelasi
centru chiral particular in cadrul populatiei dacd centrul chiral particular ar fi stereoaleatoriu. Populatiile
imbogdtite chiral de molecule avind mai multi centri chirali in cadrul fiecirei molecule pot contine unul
sau mai multi centri chirali stereoaleatorii. In anumite variante de realizare, moleculele sunt
oligonucleotide modificate. In anumite variante de realizare, moleculele sunt compusi care cuprind
oligonucleotide modificate

Astfel cum se utilizeaz4 in prezenta, ,,fractiune scindabild” semnifica o legiturd sau o grupare de
atomi care este scindat in conditii fiziologice, de exemplu, in interiorul unei celule, un animal sau un om.

Astfel cum se utilizeazad in prezenta, ,,complementar” cu referire la o oligonucleotidd semnifica
cd cel putin 70% din nucleobazele oligonucleotidei sau una sau mai multe regiuni ale acesteia si
nucleobazele altui acid nucleic sau una sau mai multe regiuni ale acestuia sunt capabile s se lege intre ele
prin legaturi d hidrogen atunci cand secventa de nucleobaze a oligonucleotidei si celdlalt acid nucleic sunt
aliniate in directii opuse. Nucleobaze complementare semnificd nucleobaze care sunt capabile si formeze
legaturi de hidrogen intre ele. Perechile de nucleobaze complementare includ adenind (A) si timind (T),
adenind (A) si uracil (U), citozind (C) si guanind (G), 5-metilcitozind (mC) si guanind (G).
Oligonucleotidele si/sau acizii nucleici complementare nu trebuie sd aibd complementaritate de
nucleobaze la fiecare nucleozidd. Mai degraba, sunt tolerate unele nepotriviri. Astfel cum se utilizeaza in
prezenta, ,.,complet complementar” sau ,,100% complementar” cu referire la oligonucleotide semnifica
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faptul ci oligonucleotidele sunt complementare cu o altd oligonucleotidd sau acid nucleic la fiecare
nucleozida a oligonucleotidei.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,grupare conjugatd” semnifici o grupare de atomi care este
atasatd direct sau indirect la o oligonucleotidd. Grupdrile conjugate includ o fractiune conjugatd si un
linker conjugat care leagd fractiunea conjugati la oligonucleotida.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,linker conjugat” semmificid o grupare de atomi care
cuprinde cel putin o legitura care conecteazd o fractiune conjugati la o oligonucleotida.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,fractiune conjugatd” semnificd o grupare de atomi care
este atasatd la o oligonucleotid prin intermediul unui linker conjugat.

Astfel cum se utilizeazi in prezenta, "contigud" in contextul unei oligonucleotide se referd la
nucleozide, nucleobaze, fractiuni de zahar sau legaturi internucleozidice care sunt imediat adiacente unele
cu altele. De exemplu, "nucleobaze contigue" semnificd nucleobaze care sunt imediat adiacente una cu
cealaltd intr-o secventa.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "gapmer" semnifici o oligonucleotidd modificata
cuprinzand o regiune internd care are o pluralitate de nucleozide care sustin clivajul RNazei H pozitionata
intre regiunile externe care au una sau mai multe nucleozide, in care nucleozidele care cuprind regiunea
internd sunt distincte din punct de vedere chimic de nucleozida sau nucleozidele care cuprind regiunile
externe. Regiunea internd poate fi denumitd "gap" si regiunile externe pot fi denumite "aripi." Cu exceptia
cazului in care se indicd altfel, ,,gapmer” se referd la un motiv de zahar. Cu exceptia cazului in care se
indicd altfel, fractiunile de zahar ale nucleozidelor gapului unui gapmer sunt 2'-deoxifuranozil
nemodificat. Astfel, termenul ,,gapmer MOE” indicd un gapmer avind un motiv de zahar de nucleozide
2'-MOE in ambele aripi si un gap de 2'-deoxinucleozide. Cu exceptia cazului in care se indici altfel, un
gapmer MOE poate cuprinde una sau mai multe legdturi internucleozidice modificate si/sau nucleobaze
modificate si astfel de modificdri nu urmeazi neapdrat modelul din gapmer al modificarilor de zahar.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "hibridizare" semnificA imperecherea sau anelare a
oligonucleotidelor si/sau acizilor nucleici complementari. Desi nu se limiteaza la un anume mecanism, cel
mai uzual mecanism de hibridizare implicd formarea de legituri de hidrogen, care pot fi legituri de
hidrogen Watson-Crick, Hoogsteen sau Hoogsteen inversa, intre nucleobaze complementare.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, termenul ,legiturd internucleozidicd” este legitura
covalentd intre nucleozidele adiacente dintr-o oligonucleotidi. Astfel cum se utilizeazi in prezenta,
Llegdturd internucleozidicad modificatd” semnificd orice legiturd internucleozidica, alta decat o legatura
internucleozidica de fosfodiester. ,,Legiturd de fosforotioat” este o legiturd internucleozidicd modificatd
in care unul dintre atomii de oxigen fard punte ai unei legituri internucleozidice de fosfodiester este
inlocuit cu un atom de sulf.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,nucleozidi de legiturd” semnifica o nucleozida care leaga,
fie direct, fie indirect, o oligonucleotida la o fractiune conjugatd. Nucleozidele de legiturd sunt localizate
in linkerul conjugat al unui compus oligomeric. Nucleozidele de legiturd nu sunt considerate parte a
portiunii oligonucleotidice a unui compus oligomeric chiar daca sunt contigue cu oligonucleotida.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,fractiune de zahar modificat non-biciclic” semnificd o
fractiune de zahar modificat care cuprinde o modificare, cum ar fi un substituent, care nu formeaza o
punte intre doi atomi ai zaharului pentru a forma un al doilea ciclu.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,nepotrivire” sau ,,necomplementaritate” semnificd o
nucleobaza a unei prime oligonucleotide care nu este complementard cu nucleobaza corespunzitoare a
unei a doua oligonucleotide sau a unui acid nucleic {intd atunci cind primul si al doilea compus
oligomeric sunt aliniati.

Astfel cum se utilizeazi in prezenta, ,MOE” semnificd metoxi etil. ,,2’-MOE” semnificd o
grupare -OCH,CH>OCH3 in pozitia 2' a unui inel furanozil.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,,motiv” semnifici modelul fractiunilor, nucleobazelor
si/sau legdturilor internucleozidice de zahar nemodificat si/sau modificat, dintr-o oligonucleotida.

Astfel cum se utilizeazad in prezenta, ,,ARNm” semnifici o transcriere de ARN care codifica o
proteind si include pre-ARNm si ARNm matur, cu exceptia cazului in care se specifica altfel.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, "nucleobazd" semnificd o nucleobazd nemodificatd sau o
nucleobazd modificatid. Astfel cum este utilizatd in prezenta, o ,,nucleobazd nemodificatd” este adenini
(A), timind (T), citozind (C), uracil (U) si guanind (G). Astfel cum se utilizeazd in prezenta, o
,,Jhucleobaza modificatd” este o grupare de atomi, altii decit A, T, C, U sau G nemodificat(d), capabili sd
se imperecheze cu cel putin o nucleobazd nemodificatd. O ”5-metilcitozind” este o nucleobaza modificata.
O bazi universald este o nucleobazd modificatd care se poate imperechea cu oricare dintre cele cinci
nucleobaze nemodificate. Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "secventd de nucleobaze" semnificd
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ordinea nucleobazelor contigue dintr-un acid nucleic sau o oligonucleotidd, independent de orice
modificare de zahar sau legiturd internucleozidica.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,.nucleozidd” semnificA un compus care cuprinde o
nucleobaza si o fractiune de zahar. Nucleobaza si fractiunea de zahar sunt fiecare, in mod independent,
nemodificatd sau modificatd. Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "nucleozidd modificatd" semnificd o
nucleozidd care cuprinde o nucleobazd modificati si/sau o fractiune de zahar modificat. Nucleozidele
modificate includ nucleozide abazice, cdrora le lipseste o nucleobazi. ,Nucleozide legate” sunt
nucleozide care sunt conectate intr-o secventd continud (adicd, nu sunt prezentate nucleozide suplimentare
intre cele care sunt legate).

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "compus oligomeric" semnificd o oligonucleotida si
optional una sau mai multe caracteristici suplimentare, cum ar fi o grupare conjugatd sau o grupare
terminald. Un compus oligomeric poate fi imperecheat cu un al doilea compus oligomeric care este
complementar cu primul compus oligomeric sau poate fi neimperecheat. Un ,compus oligomeric
monocatenar” este un compus oligomeric neimperecheat. Termenul ,,duplex oligomeric” semnificd un
duplex format din doi compusi oligomerici avand secvente de nucleobaze complementare. Fiecare
compus oligomeric al unui duplex oligomeric poate fi denumit ,,compus oligomeric duplex”.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, "oligonucleotidd" semnificd o catend de nucleozide legate
conectate prin legaturi internucleozidice, in care fiecare nucleozida si legitura internucleozidica poate fi
modificatd sau nemodificatd. Cu exceptia cazului in care se indici altfel, oligonucleotidele constau din 8-
50 de nucleozide legate. Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,oligonucleotidd modificatd” semnifica o
oligonucleotidd, in care cel pufin o nucleozidi sau legiturd internucleozidicd este modificatd. Astfel cum
se utilizeaza in prezenta, ,,oligonucleotidd nemodificatd” semnificd o oligonucleotidd care nu cuprinde
modificari de nucleozide sau modificari internucleozidice.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,purtitor sau diluant acceptabil farmaceutic” semnifica
orice substantd adecvatd pentru utilizare in administrarea la un animal. Anumiti astfel de purtatori permit
formularea compozitiilor farmaceutice ca, de exemplu, tablete, pilule, drajeuri, capsule, lichide, geluri,
siropuri, slamuri, suspensii si pastile pentru ingerarea orali de citre un subicct. in anumite variante de
realizare, un purtitor sau diluant acceptabil farmaceutic este apd sterild; ser fiziologic steril; sau solutie
tampon sterila.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "siruri acceptabile farmaceutic" semnificd sdruri
acceptabile fiziologic si farmaceutic ale compusilor, cum ar fi compusi oligomerici, adicd saruri care
pastreazd activitatea biologicd doritd a compusului périnte si nu ii contribuie la acestea cu efecte
toxicologice nedorite.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "compozitic farmaceuticd" semnificd un amestec de
substante adecvate pentru administrare la un subiect. De exemplu, o compozitic farmaceuticd poate
cuprinde o oligonucleotidd antisens si o solutic apoasd sterila. In anumite variante de realizare, o
compozifie farmaceutica prezinta activitate in testul de absorbtie liberd in anumite linii celulare.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,fractiune de fosfor” semnificd o grupare de atomi care
cuprinde un atom de fosfor. In anumite variante de realizare, o fractiune de fosfor cuprinde un mono-, di-
sau tri-fosfat, sau fosforotioat.

Astfel cum se utilizeazi in prezenta, ,,promedicament” semnificd un agent terapeutic avand o
forma in afara corpului care este convertitd intr-o forma diferitd in interiorul unui animal sau celulelor
acestuia. De obicei, conversia unui promedicament in interiorul animalului este favorizatid de actiunea
unei enzime (de exemplu, enzimd endogend sau virald) sau a substantelor chimice prezente in celule sau
tesuturi si/sau de conditii fiziologice.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,reducerea sau inhibarea cantitatii sau activitatii” se referd
la o reducere sau blocare a expresiei sau activitifii transcripfionale in raport cu expresia sau activitatea
transcripfionald intr-o proba netratatd sau martor si nu indici neapdrat o eliminare totald a expresiei sau
activitdtii transcriptionale.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,compus ARNi” semnificd un compus antisens care
actioneaza, cel putin partial, prin RISC sau Ago2 pentru a modula un acid nucleic tinta si/sau o proteina
codificatd de un acid nucleic tintd. Compusii ARNi includ, dar nu se limiteaz3 la, siARN dublu catenar,
ARN monocatenar (ssARN) si microARN, incluzind mimetice de microARN. In anumite variante de
realizare, un compus ARNi moduleazi cantitatea, activitatea si/sau matisarea unui acid nucleic tinta.
Termenul de compus ARNi exclude compusii antisens care actioneaz prin RNaza H.

Astfel cum se utilizeazi in prezenta, ,,autocomplementard” cu referire la o oligonucleotida
semnifica o oligonucleotida care hibridizeaza cel putin partial cu ea insasi.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, testul celular standard” semnificd testul descris in
Exemplul 1 si variatiile rezonabile ale acestuia.
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Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,centru chiral stereoaleatoriu” in contextul unei populatii de
molecule cu formuld moleculard identicd semnificd un centru chiral avand o configuratie stereochimica
aleatorie. De exemplu, intr-o populatic de molecule care cuprinde un centru chiral stereoaleatoriu,
numarul de molecule avand configuratia (S) a centrului chiral stereoaleatoriu poate fi, dar nu este neaparat
acelasi cu numirul de molecule avind configuratia (R) a centrului chiral stereoaleatoriu. Configuratia
stereochimicd a unui centru chiral este consideratd aleatorie atunci cind este rezultatul unei metode
sintetice care nu este conceputd pentru a controla configuratia stereochimica. In anumite variante de
realizare, un centru chiral stereoaleatoriu este o legiturd internucleozidica de fosforotioat stereoaleatoric.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, ,fractiune de zahar” semnificid o fractiune de zahar
nemodificat sau o fractiune de zahar modificat. Astfel cum se utilizeazi in prezenta, ,,fractiune de zahar
nemodificat” semnifica o fractiune de 2°-OH(H) furanozil, astfel cum se gaseste in ARN (o ,,fractiune de
zahar de ARN nemodificat”), sau o fractiune 2°-H(H), astfel cum se giseste in ADN (o ,.fractiune de
zahar de ADN nemodificat™). Fractiunile de zahar nemodificat au cate un hidrogen in fiecare dintre
pozitiile 1°, 3’ si 4°, un oxigen in pozifia 3’ si doi hidrogeni in pozitia 5°. Astfel cum se utilizeaza in
prezenta, fractiune de zahar modificat” sau ,,zahar modificat” semnifica o fractiune de zahar furanozil
modificat sau un surogat de zahar. Astfel cum se utilizeaza in prezenta, fractiune de zahar furanozil
modificat semnificd un zahar furanozil care cuprinde un substituent non-hidrogen in locul cel putin unui
hidrogen dintr-o fractiune de zahar nemodificat. In anumite variante de realizare, o fractiune de zahar
furanozil modificat este o fractiune de zahar 2’-substituit. Astfel de fractiuni de zahar furanozil modificat
includ zaharuri biciclice si zaharuri nebiciclice.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, "surogat de zahar" semnifica o fractiune de zahar modificat
avand alta decit o fractiune furanozil care poate lega o nucleobaza la o altd grupare, cum ar fi o legaturd
internucleozidicd, o grupare conjugati sau o grupare terminald intr-o oligonucleotidd. Nucleozidele
modificate cuprinzand surogate de zahar pot fi incorporate intr-una sau mai multe pozitii in cadrul unei
oligonucleotide si astfel de oligonucleotide sunt capabile si se hibridizeze cu compusi oligomerici sau
acizi nucleici complementari.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,acid nucleic tintd” si ,,ARN tintd” semnificd un acid
nucleic pe care un compus antisens este proicctat sd-1 afecteze.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,regiune tintd” semnificd o portiune dintr-un acid nucleic
{intd la care este proiectat si se hibridizeze un compus oligomeric.

Astfel cum se utilizeazd in prezenta, "grupare terminald" semnificd o grupare chimici sau o
grupare de atomi care este legata covalent 1a un capét terminal al unei oligonucleotide.

Astfel cum se utilizeaza in prezenta, ,,cantitate eficientd terapeutic” semnifici o cantitate dintr-un
agent farmaceutic care furnizeazi un beneficiu terapeutic unui animal. De exemplu, o cantitate eficientd
terapeutic imbunatifeste un simptom al unei boli.

I Anumite oligonucleotide

In anumite variante de realizare, in prezenta sunt furnizate oligonucleotide care constau din
nucleozide legate. Oligonucleotidele pot fi oligonucleotide nemodificate (ARN sau ADN) sau pot fi
oligonucleotide modificate. Oligonucleotidele modificate cuprind cel pufin o modificare comparativ cu
ARN sau ADN nemodificat. Adicd, oligonucleotidele modificate cuprind cel putin o nucleozidd
modificatd (cuprinzind o fractiune de zahar modificat si/sau o nucleobazd modificatd) si/sau cel putin o
legaturd internucleozidicd modificata.

A. Anumite nucleozide modificate

Nucleozidele modificate cuprind o fractiune de zahar modificat sau o nucleobazd modificata sau
atat o fractiune de zahar modificat, cit si o nucleobazi modificata.
1. Anumite fractiuni de zahar

In anumite variante de realizare, fractiunile de zahar modificat sunt fractiuni de zahar modificat
nebiciclice. In anumite cazuri, fractiunile de zahar modificate sunt fractiuni de zahar biciclice sau
triciclice. In anumite cazuri, fractiunile de zahar modificate sunt surogate de zahar. Astfel de surogate de
zahar pot cuprinde una sau mai multe substitutii corespunzitoare celor ale altor tipuri de fractiuni de
zahar modificat.

In anumite variante de realizare, fractiunile de zahar modificat sunt fractiuni de zahar modificat
nebiciclice care cuprind un inel furanozil cu una sau mai multe grupari substituente, dintre care niciuna nu
uneste doi atomi ai inelului furanozil pentru a forma o structurd biciclicd. Astfel de substituenti fara punte
pot fi in orice pozitie a furanozilului, incluzind, dar fard a se limita la, substituenti in pozitiile 2', 4' si/sau
5" In anumite cazuri, unul sau mai multi substituenti firi punte ai fractiunilor de zahar modificat
nebiciclice sunt ramificati. Exemple de grupdri 2'-substituente adecvate pentru fractiunile de zahar
modificat nebiciclice includ, dar nu se limiteaza la: 2'-F, 2'-OCHz; ("OMe" sau "O-metil") si 2'-
O(CH2),0OCH3; (“MOE™). In anumite cazuri, grupdrile 2’-substituente sunt selectate dintre: halo, alil,
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amino, azido, SH, CN, OCN, CF3, OCF;, O-C;-Cyy alcoxi, O-C;-Cyg alcoxi substituit, O-C;-C;g alchil, C;-
Cio alchil substituit, S-alchil, N(Ry)-alchil, O-alchenil, S-alchenil, N(Ry,)-alchenil, O-alchinil, S-alchinil,
N(Rp)-alchinil, O-alchilenil-O-alchil, alchinil, alcaril, aralchil, O-alcaril, O-aralchil, O(CH,),SCHz,
O(CH2):0ON(Rm)(Rp) sau OCH2C(=0)-N(Rm)(Ry), in care fiecare Ry, si R, este, in mod independent, H, o
grupare protectoare amino sau C;-Cyo alchil substituit sau nesubstituit si grupdrile 2’-substituente descrise
in Cook si colab., U.S. 6.531.584; Cook si colab., U.S. 5.859.221; si Cook si colab., U.S. 6.005.087.
Anumite cazuri ale acestor grupdri 2’-substituente pot fi substituite suplimentar cu una sau mai multe
grupdri substituente selectate independent dintre: hidroxil, amino, alcoxi, carboxi, benzii, fenil, nitro
(NO»), tiol, tioalcoxi, tioalchil, halogen, alchil, arii, alchenil si alchinil. Exemple de grupari 4’-
substituente adecvate pentru fractiunile de zahar modificat nebiciclice includ, dar nu se limiteaza la,
alcoxi (de exemplu, metoxi), alchil si cele descrise in Manoharan si colab., WO 2015/106128. Exemple
de grupdri 5'-substituente adecvate pentru fractiunile de zahar modificat nebiciclice includ, dar nu se
limiteaza la: 5'-metil (R sau S), 5'-vinil si 5'-metoxi. In anumite cazuri, fractiunile de zahar modificat
nebiciclice cuprind mai mult de un substituent de zahar fard punte, de exemplu, fractiuni de zahar 2'-F-5'-
metil si fractiunile de zahar modificat si nucleozidele modificate descrise in Migawa si colab., WO
2008/101157 si Rajeev si colab., US2013/0203836.).

In anumite cazuri, o nucleozidi modificati nebiciclici 2’-substituiti cuprinde o fractiune de
zahar care cuprinde o grupare 2’-substituentd fard punte sclectatd dintre: F, NH,, N3, OCFs;, OCHs,
O(CH,);NH,, CH,CH=CH,, OCH,CH=CH,, OCH>CH>OCH3, O(CH)»SCH3, O(CH2),0ON(Rm)(R,),
O(CH,),O(CH2):N(CH3), si acetamidd N-substituitd (OCH>C(=0)-N(Rn)(Ry)), in care fiecare Ry, si Ry
este, in mod independent, H, o grupare amino protectoare sau Ci-Co alchil substituit sau nesubstituit.

In anumite cazuri, o nucleozidi nebiciclici modificatd cu nucleozidi 2’-substituiti cuprinde o
fractiune de zahar care cuprinde o grupare 2’-substituentd fard punte selectatd dintre: F, OCF3, OCH3,
OCH>CH>0CH3, O(CH2)SCH3s, O(CH2)2ON(CH3),, O(CH2),O(CH2)N(CH3), si OCH>C(=0)-N(H)CH3
(“NMA™).

In anumite cazuri, o nucleozid modificati nebiciclic 2'-substituiti cuprinde o fractiune de zahar
care cuprinde o grupare 2'-substituentd fard punte selectata dintre: F, OCH3 si OCH2CH,OCH3.

Anumite fractiuni de zahar modificat cuprind un substituent care formeazi punte intre doi atomi
ai inelului furanozil pentru a forma un al doilea inel, rezultind o fractiune de zahar biciclici. In anumite
astfel de cazuri, fractiunea de zahar biciclicd cuprinde o punte intre atomii 4' si 2' din inelul de furanoza.
Exemple de astfel de substituenti de zahar de formare de punti de 1a 4’ 1a 2” includ, dar nu se limiteaza la:
4'-CH,-2', 4'-(CHy):-2', 4'-(CHy)3-2', 4'-CHz-O-2' ("LNA™), 4'-CH-S-2', 4'-(CH),-O-2' ("ENA™), 4'-
CH(CH3)-O-2' (denumit ,etil constrins” sau ,,cEt”), 4’-CH,-O-CH,-2’, 4’-CH)-N(R)-2’, 4'-
CH(CH,OCH3)-O-2' (,MOE constrins” sau ,,cMOE”) si analogi ai acestora (a se vedea, de exemplu, Seth
si colab., U.S. 7.399.845, Bhat si colab., U.S. 7.569.686, Swayze si colab., U.S. 7.741.457, si Swayze si
colab., U.S. 8.022.193), 4'-C(CH3)(CH3)-O-2' si analogi ai acestuia (¢ se vedea, de exemplu., Seth si
colab., U.S. 8.278.283), 4'-CH,-N(OCH3)-2' si analogi ai acestuia (a se vedea, de exemplu, Prakash si
colab., U.S. 8.278.425), 4'-CH»-O-N(CH3)-2' (a se vedea, de exemplu, Allerson si colab., U.S. 7.696.345
si Allerson si colab., U.S. 8.124.745), 4'-CH,-C(H)(CH3)-2' (a se vedea, de exemplu, Zhou, si colab., J.
Org. Chem., 2009, 74, 118-134), 4-CH,-C(=CH>)-2' si analogi ai acestuia (a se vedea, de exemplu, Seth
si colab., U.S. 8.278.426), 4’-C(R.R)-N(R)-0O-2’, 4’-C(R.Rp)-O-N(R)-2°, 4’-CH»-O-N(R)-2’, si 4'-CHa-
N(R)-O-2’, in care fiecare R, R,, si R;, este, in mod independent, H, o grupare protectoare sau Ci-Ci»
alchil (a se vedea, de exemplu Imanishi si colab., U.S. 7.427.672).

In anumite cazuri, astfel de punti 4’ la 2’ cuprind in mod independent de la 1 pana la 4 grupari
legate in mod independent sclectate dintre: -[C(Ra)(Rb)]la-, -[C(R)(Rp)]n-O-, -C(R)=C(Rp)-, -C(Ra)=N-,
-C(=NRa)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -Si(Ra)2-, -S(=0)x- $1 -N(Ra)-;

in care:

x este 0, 1 sau 2;

neste 1,2, 3 sau 4,

fiecare R, si Ry, este, in mod independent, H, o grupare protectoare, hidroxil, alchil C;-C;,, alchil
C1-Cy, substituit, alchenil C,-Cy2, alchenil C,-Cy5 substituit, alchinil C,-Cy,, alchinil C,-Cy; substituit, aril
Cs-Cyo, aril Cs-Cyo substituit, radical heterociclic, radical heterociclic substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, radical aliciclic Cs-C7, radical aliciclic Cs-C; substituit, halogen, OJy, NJiJ2, ST, N3, COOJ;,
acil (C(=0)-H), acil substituit, CN, sulfonil (S(=0),-J1) sau sulfoxil (S(=0)-11); si

fiecare J; si J, este, in mod independent, H, alchil C;-Ci,, alchil Ci-Ci, substituit, alchenil C,-
Ci1a, alchenil C,-C;; substituit, alchinil C,-Cj», alchinil C»-Ci» substituit, aril Cs-Cao, aril Cs-Cyo substituit,
acil (C(=0)-H), acil substituit, un radical heterociclic, un radical heterociclic substituit, aminoalchil C;-
Ci2, aminoalchil C;-C;; substituit sau o grupare protectoare.
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Fractiuni de zahar biciclice suplimentare sunt cunoscute in domeniu, a se vedea, de exemplu:
Freier si colab., Nucleic Acids Research, 1997, 25(22), 4429-4443, Albaek si colab., J. Org. Chem., 2006,
71, 7731-7740, Singh si colab., Chem. Conmmun., 1998, 4, 455-456; Koshkin si colab., Tetrahedron,
1998, 54, 3607-3630; Kumar si colab., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh si colab., J.
Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava si colab., J. Am. Chem. Soc., 20017,129, 8362-8379;
Wengel si colab., U.S. 7.053.207; Imanishi si colab., U.S. 6.268.490; Imanishi si colab. U.S. 6,770,748;
Imanishi si colab., U.S. RE44.779; Wengel si colab., U.S. 6.794.499; Wengel si colab., U.S. 6.670.461;
Wengel si colab., U.S. 7.034.133; Wengel si colab., U.S. 8.080.644; Wengel si colab., U.S. 8.034.909;
Wengel si colab., U.S. 8.153.365; Wengel si colab., U.S. 7.572.582; si Ramasamy si colab., U.S.
6.525.191;; Torsten si colab., WO 2004/106356; Wengel si colab., WO 1999/014226; Seth si colab., WO
2007/134181; Seth si colab., U.S. 7.547.684; Seth si colab., U.S. 7.666.854; Seth si colab., U.S.
8.088.746; Seth si colab., U.S. 7.750.131; Seth si colab., U.S. 8.030.467; Seth si colab., U.S. 8.268.980;
Seth si colab., U.S. 8.546.556; Seth si colab., U.S. 8.530.640; Migawa si colab., U.S. 9.012.421; Seth si
colab., U.S. 8.501.805; si publicdrile de brevet U.S. nr. Allerson si colab., US2008/0039618 si Migawa si
colab., US2015/0191727.

In anumite cazuri, fractiunile de zahar biciclice si nucleozidele care incorporeazi un astfel de
fractiuni de zahar biciclice sunt in plus definite prin configurafia izomericd. De exemplu, o nucleozidi
LNA (descrisd in prezenta) poate fi in configuratia o-L sau in configuratia $-D.

O. Bx
Op Bx
A,
LNA (configuratie 5-D) a-L-LNA (configuratie a-L)
punte = 4"-CHy-0-2' punte = 4-CH,-0-2'

Nucleozidele biciclice a-L-metilenoxi (4’-CH»-O-2") sau o-L-LNA au fost incorporate in
oligonucleotide antisens care au prezentat activitate antisens (Frieden si colab., Nucleic Acids Research,
2003, 21, 6365-6372). In prezenta, descrierile generale ale nucleozidelor biciclice includ ambele
configuratii izomerice. Atunci cand pozitiile nucleozidelor biciclice specifice (de exemplu, LNA sau cEt)
sunt identificate in cazuri exemplificate in prezenta, acestea sunt in configuratia B-D, dacd nu se specificd
altfel.

In anumite cazuri, fractiunile de zahar modificate cuprind unul sau mai multi substituenti de
zahar care nu formeazi punte si unul sau mai mulfi substituenti de zahdr care formeaza punte (de
exemplu, zaharuri 5'-substituite si cu punte 4'-2").

In anumite cazuri, fractiunile de zahar modificat sunt surogate de zahar. In anumite astfel de
cazuri, atomul de oxigen al fractiunii de zahar este inlocuit, de exemplu, cu un atom de sulf, carbon sau
azot. In anumite astfel de cazuri, astfel de fractiuni de zahar modificat cuprind, de asemenea, substituenti
care formeaza punte si/sau care nu formeazd punte astfel cum sunt descrisi in prezenta. De exemplu,
anumite surogate de zahar cuprind un atom de sulf in pozitia 4’ si o substitutie in pozitia 2 (a se vedea,
de exemplu, Bhat si colab., U.S. 7.875.733 si Bhat si colab., U.S. 7.939.677) si/sau in pozifia 5.

In anumite cazuri, surogatele de zahar cuprind inele avand un numir de atomi diferit de 5. De
exemplu, in anumite cazuri, un surogat de zahar cuprinde un tetrahidropiran cu sase membri (,,THP?).
Astfel de tetrahidropirani pot fi in plus modificati sau substituiti. Nucleozidele care cuprind astfel de
tetrahidropirani modificati includ, dar nu se limiteaz3 la, acid nucleic hexitol ("HNA™), acid nucleic anitol
("ANA”), acid nucleic manitol "MNA™) (a se vedea, de exemplu, Leumann, CJ. Bioorg. & Med. Chem.

2002,10, 841-854), fluoro HNA:
%0\(0)\
o’ Bx

TE
F-HNA

("F-HNA”, a se vedea, de exemplu Swayze si colab., U.S. 8.088.904; Swayze si colab., U.S. 8.440.803;
Swayze si colab., U.S. 8.796.437; si Swayze si colab., U.S. 9.005.906; F-HNA poate fi denumit si F-THP
sau 3’-fluoro tetrahidropiran) si nucleozidele cuprinzand compusi THP modificati suplimentari avind
formula:
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q; )
T3—0 0 q3
ay a4y
qS Bx

T/O Ry Ry %
4
in care, in mod independent, pentru fiecare dintre respectivele nucleozide THP modificate:

Bx este o fractiune de nucleobaza;

T3 si T4 sunt fiecare, in mod independent, o grupare de legiturd internucleozidicd care leaga
nucleozida THP modificata la partea rimasa dintr-o oligonucleotidd sau unul dintre T si T, este o grupare
de legaturd internucleozidicd care leagd nucleozida THP modificatd la partea rdmasd dintr-o
oligonucleotidd si celalalt dintre T si T4 este H, o grupare protectoare hidroxil, o grupare conjugata legati
sau o grupare 5° sau 3’ terminald; qi, g2, g3, 4, qs, gs Sl q7 sunt fiecare, in mod independent, H, alchil C;-
Cs, alchil Ci-C¢ substituit, alchenil C,-Cs, alchenil C,-Cs substituit, alchinil C»-Cs sau alchinil Ci-Csg
substituit; si

fiecare dintre R; si Ry este, in mod independent, selectat dintre: hidrogen, halogen, alcoxi
substituit sau nesubstituit, NJ1J2, ST, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NI1J2, NI:C(=X)NI1J,, si CN, in care X este
O, S sau NJ 1 sl fiecare J1, J» 51 J3 este, in mod independent, H sau alchil C;-Cs.

In anumite cazuri, sunt furnizate nucleotide THP modificate in care q1, qa, qs, q4, s, Qs §1 q7 sunt
fiecare H. in anumite cazuri, cel putin unul dintre qi, g2, g3, G4, ds, s $1 q7 este diferit de H. In anumite
cazuri, cel putin unul dintre qi, q2, g3, qs4, qs, Qs S1 7 este metil. In anumite cazuri, sunt furnizate
nucleozide THP modificate in care unul dintre R si R» este F. In anumite cazuri, R, este F si Ry este H; in
anumite cazuri, R; este metoxi si R este H, iar in anumite cazuri, R; este metoxietoxi si R este H.

In anumite cazuri, surogatele de zahir cuprind inele avand mai mult de 5 atomi si mai mult de un
heteroatom. De exemplu, au fost raportate nucleozide care cuprind fractiuni de zahar morfolino si
utilizarea lor in oligonucleotide (a se vedea, de exemplu, Braasch si colab., Biochemistry, 2002, 47, 4503-
4510 si Summerton si colab., U.S. 5.698.685; Summerton si colab., U.S. 5.166.315; Summerton si colab.,
U.S. 5.185.444; si Summerton si colab., U.S. 5.034.506). Astfel cum se utilizeaza in prezenta, termenul
"morfolino" semnifica un surogat de zahar avind urméatoarca formuli:

-0 L0

doo

In anumite cazuri, grupirile morfolino pot fi modificate, de exemplu prin adiugarea sau
modificarea diferitelor grupari substituente din structura morfolino de mai sus. Astfel de surogate de
zahar sunt denumite in prezenta ca "grupari morfolino modificate."

In anumite cazuri, surogatele de zahar cuprind fractiuni aciclice. Exemple de nucleozide si
oligonucleotide care cuprind astfel de surogate de zahar aciclice includ, dar nu se limiteazd la: acid
nucleic peptidic (,,PNA™), acid nucleic butil aciclic (a se vedea, de exemplu, Kumar si colab., Org.
Biomol. Chem., 2013, 11, 5853-5865), si nucleozidele si oligonucleotidele descrise in Manoharan si
colab., WO2011/133876.

In domeniu sunt cunoscute multe alte sisteme inelare de zahar si surogat de zahar biciclice si
triciclice care pot fi utilizate in nucleozidele modificate).

2. Anumite nucleobaze modificate

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind una sau mai multe
nucleozide cuprinzand o nucleobazi nemodificati. In anumite variante de realizare, oligonucleotidele
modificate cuprind una sau mai multe nucleozide cuprinzand o nucleobazi modificati. In anumite cazuri,
oligonucleotidele modificate cuprind una sau mai multe nucleozide care nu contin o nucleobazi,
denumite nucleozide abazice.

In anumite cazuri, nucleobazele modificate sunt selectate dintre: pirimidine 5-substituite, 6-
azapirimidine, pirimidine substituite cu alchil sau alchinil, purine substituite cu alchil si purine substituite
cu N-2, N-6 si O-6. In anumite cazuri, nucleobazele modificate sunt selectate dintre: 2-
aminopropiladenind, 5-hidroximetilcitozind, xantind, hipoxantini, 2-aminoadenind, 6-N-metilguaning, 6-
N-metiladenind, 2-propiladenind, 2-tiouracil, 2-tiotimind si 2-tiocitozind, 5-propinil (-C=C-CH3) uracil, 5-
propinilcitozind, 6-azouracil, 6-azocitozind, 6-azotimind, 5-riboziluracil (pseudouracil), 4-tiouracil, 8-
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halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalchil, §-hidroxil, 8-aza si alte purine 8-substituite, 5-halo, in special 5-brom, 5-
trifluormetil, 5-halouracil si 5-halocitozind, 7-metilguanini, 7-metiladenind, 2-F-adenini, 2-
aminoadenind, 7-deazaguanind, 7-deazaadenind, 3-deazaguanind, 3-deazaadenind, 6-N-benzoiladenind, 2-
N-izobutirilguanind, 4-N-benzoilcitozind, 4-N-benzoiluracil, 5-metil 4-N-benzoilcitozind, 5-metil 4-N-
benzoiluracil, baze universale, baze hidrofobe, baze promiscue, baze expandate in mirime si baze
fluorurate. Alte nucleobaze modificate includ pirimidine triciclice, cum ar fi 1,3-diazafenoxazin-2-ona,
1,3-diazafenotiazin-2-ond si 9-(2-aminoetoxi)-1,3-diazafenoxazin-2-ond (clemd G). Nucleobazele
modificate le pot include, de asemenca, pe cele in care baza purinica sau de pirimidind este inlocuitd cu
alti heterocicli, de exemplu 7-deaza-adenind, 7-deazaguanozind, 2-aminopiridind si 2-piridond. Alte
nucleobaze le includ pe cele descrise in Merigan si colab., U.S. 3.687.808, cele dezviluite in The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, Kroschwitz, 1.1., Ed., John Wiley & Sons, 1990, 858-
859; Englisch si colab., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613; Sanghvi, Y.S.,,
capitolul 15, Antisens Research and Applications, Crooke, S.T. si Lebleu, B., Eds., CRC Press, 1993,
273-288; si cele dezviluite in capitolele 6 si 15, Antisense Drug Technology, Crooke S.T., Ed., CRC
Press, 2008, 163-166 si 442-443.

Publicatiile care invatd prepararea anumitor nucleobaze modificate mentionate mai sus, precum
si a altor nucleobaze modificate includ, fira limitare, Manohara si colab., US2003/0158403; Manoharan
si colab., US2003/0175906; Dinh si colab., U.S. 4.845.205; Spielvogel si colab., U.S. 5.130.302; Rogers
si colab., U.S. 5.134.066; Bischofberger si colab., U.S. 5.175.273; Urdea si colab., U.S. 5.367.066;
Benner si colab., U.S. 5.432.272; Matteucci si colab., U.S. 5.434.257; Gmeiner si colab., U.S. 5.457.187;
Cook si colab., U.S. 5.459.255; Froehler si colab., U.S. 5.484.908; Matteucci si colab., U.S. 5.502.177;
Hawkins si colab., U.S. 5.525.711; Haralambidis si colab., U.S. 5.552.540; Cook si colab., U.S.
5.587.469; Frochler si colab., U.S. 5.594.121; Switzer si colab., U.S. 5.596.091; Cook si colab., U.S.
5.614.617; Froehler si colab., U.S. 5.645.985; Cook si colab., U.S. 5.681.941; Cook si colab., U.S.
5.811.534; Cook si colab., U.S. 5.750.692; Cook si colab., U.S. 5.948.903; Cook si colab., U.S.
5.587.470; Cook si colab., U.S. 5.457.191; Matteucci si colab., U.S. 5.763.588; Froehler si colab., U.S.
5.830.653; Cook si colab., U.S. 5.808.027; Cook si colab., 6.166.199; si Matteucci si colab., U.S.
6.005.096.

3. Anumite legituri internucleozidice modificate
Nucleozidele oligonucleotidelor modificate pot fi legate intre ele folosind orice legitura

internucleozidica. Cele doud clase principale de grupdri de legiturd internucleozidice sunt definite de
prezenta sau absenta unui atom de fosfor. Legiturile internucleozidice reprezentative care confin fosfor
includ, dar nu se limiteaz3 la, fosfati, care contin o legiturd de fosfodiester ("P=0") (denumite si legituri
nemodificate sau care apar in mod natural), fosfotriesteri, metilfosfonati, fosforamidati si fosforotioati
("P=S") si fosforoditioati (“HS-P=S"). Grupdrile de legiturd internucleozidice reprezentative care nu
contin fosfor contin includ, dar nu se limiteaza la, metilenmetilimino (-CH>-N(CHz3)-O-CHb-), tiodiester,
tionocarbamat (-O-C(=0O)(NH)-S-); siloxan (-O-SiH»-O-); si N,N'-dimetilhidrazind (-CH,-N(CH3)-
N(CH3)-). Legéturile internucleozidice modificate, in comparatic cu legiturile fosfat care apar in mod
natural, pot fi utilizate pentru a modifica, de obicei pentru a creste rezistenta la nucleazd a
oligonucleotidei. Pentru persoanele de specialitate in domeniu sunt bine cunoscute metodele de preparare
a legiturilor internucleozidice care contin fosfor si care nu contin fosfor.

Legaturile internucleozidice reprezentative avand un centru chiral includ, dar nu sunt limitate la
alchilfosfonati si fosforotioafi. Oligonucleotidele modificate cuprinzind legdturi internucleozidice avand
un centru chiral pot fi preparate ca populatii de oligonucleotide modificate cuprinzind legituri
internucleozidice stercoaleatorii sau ca populatii de oligonucleotide modificate cuprinzand legéturi
fosforotioat in anumite configuratii stereochimice. In anumite variante de realizare, populatiile de
oligonucleotide modificate cuprind legituri internucleozidice fosforotioat in carc toate legiturile
internucleozidice de fosforotioat sunt stereoaleatorii. Astfel de oligonucleotide modificate pot fi generate
folosind metode sintetice care au ca rezultat selectia aleatorie a configuratiei stereochimice a fiecdrei
legaturi de fosforotioat. Cu toate acestea, astfel cum este bine inteles de catre persoanele de specialitate in
domeniu, fiecare fosforotioat individual al fiecdrei molecule individuale de oligonucleotidd are o
stereoconfiguratie definiti. In anumite variante de realizare, populatiile de oligonucleotide modificate
sunt imbogitite cu oligonucleotide modificate cuprinzand una sau mai multe legituri internucleozidice de
fosforotioat particulare intr-o anumiti configuratic stereochimici, sclectati independent. in anumite
variante de realizare, configuratia particulard a legiturii de fosforotioat particulare este prezentd in cel
putin 65% din moleculele din populatie. In anumite variante de realizare, configuratia particulari a
legaturii de fosforotioat particulare este prezentd in cel pufin 70% din moleculele din populatie. In
anumite variante de realizare, configuratia particulard a legéturii de fosforotioat particulare este prezentd
in cel putin 80% din moleculele din populatie. In anumite variante de realizare, configuratia particulari a
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legaturii de fosforotioat particulare este prezentd in cel pufin 90% din moleculele din populatie. In
anumite variante de realizare, configuratia particulard a legéturii de fosforotioat particulare este prezentd
in cel putin 99% din moleculele din populatic. Astfel de populatii imbogitite chiral de oligonucleotide
modificate pot fi generate folosind metode sintetice cunoscute in domeniu, de exemplu, metodele descrise
in Oka si colab., JACS 125, 8307 (2003), Wan si colab. Nuc. Acid. Res. 42, 13456 (2014) si WO
2017/015555. In anumite variante de realizare, o populatie de oligonucleotide modificate este imbogatitd
cu oligonucleotide modificate avand cel putin un fosforotioat indicat in configuratia (Sp). In anumite
variante de realizare, o populatic de oligonucleotide modificate este imbogatitd cu oligonucleotide
modificate avind cel putin un fosforotioat in configuratia (Rp). In anumite variante de realizare,
oligonucleotidele modificate care cuprind fosforotioati (Rp) si/sau (Sp) cuprind una sau, respectiv, mai
multe dintre urméatoarele formule, in care ,,B” indicd o nucleobaza:

{ 8

woww 7y

{Rg) {Sp)

Cu exceptia cazului in care se indicd altfel, legaturile internucleozidice chirale ale
oligonucleotidelor modificate descrise in prezenta pot fi stercoaleatorii sau intr-o configuratie
stereochimicd particulara.

Legaturile internucleozidice neutre includ, fard limitare, fosfotriesteri, metilfosfonati, MMI (3'-
CH»-N(CH3)-0-5"), amida-3 (3'-CH»-C(=0)-N(H)-5", amidi-4 (3'-CH>-N(H)-C(=0)-5"), formacetal (3'-
0-CH,-0-5"), metoxipropil, si tioformacetal (3'-S-CH,-O-5"). Alte legaturi internucleozidice neutre includ
legituri neionice care cuprind siloxan (dialchilsiloxan), ester carboxilat, carboxamidd, sulfurd, ester
sulfonat si amide (a se vedea, de exemplu: Carbohydrate Modifications in Antisense Research; Y.S.
Sanghvi si P.D. Cook, Eds., ACS Symposium Series 580; Capitolele 3 si 4, 40-65). Alte legituri
internucleozidice neutre includ legdturi neionice cuprinzand parfi componente mixte de N, O, S si CHo.
B. Anumite motive

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind una sau mai multe
nucleozide modificate cuprinzand o fractiune de zahar modificat. In anumite variante de realizare,
oligonucleotidele modificate cuprind una sau mai multe nucleozide modificate cuprinzand o nucleobazi
modificati. In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind una sau mai multe
legituri internucleozidice modificate. In astfel de variante de realizare, fractiunile de zahar modificat,
nemodificat si modificat diferit, nucleobazele si/sau legiturile internucleozidice ale unei oligonucleotide
modificate definesc un model sau un motiv. in anumite variante de realizare, modelele de fractiuni de
zahar, nucleobaze si legaturi internucleozidice sunt fiecare independent unul de altul. Astfel, o
oligonucleotidd modificatd poate fi descrisd prin motivul sdu de zahar, motivul de nucleobazi si/sau
motivul de legituri internucleozidice (astfel cum se utilizeaza in prezenta, un motiv de nucleobaz descrie
modificarile asupra nucleobazelor independent de secventa de nucleobaze).

1. Anumite motive de zahar

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele cuprind unul sau mai multe tipuri de zahar
modificat si/sau fractiune de zahar nemodificat dispuse de-a lungul oligonucleotidei sau al unei regiuni a
acesteia intr-un model definit sau motiv de zahar. in anumite cazuri, astfel de motive de zahar includ, dar
nu s¢ limiteaza la, oricare dintre modificdrile de zahar discutate in prezenta.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind sau constau dintr-o
regiune avind un motiv de gapmer, care este definit de doud regiuni externe sau ,aripi” si 0 regiune
centrald sau internd sau ,,gap”. Cele trei regiuni ale unui motiv gapmer (aripa 5°, gapul si aripa 37)
formeaza o secventd contigud de nucleozide in care cel putin unele dintre fractiunile de zahar ale
nucleozidelor fiecdreia dintre aripi diferd de cel putin unele dintre fractiunile de zahar ale nucleozidelor
gapului. In mod specific, cel putin fractiunile de zahar ale nucleozidelor fiecarei aripi care sunt cel mai
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aproape de gap (nucleozida cea mai apropiatd de 3’ din aripa 5’ si nucleozida cea mai apropiatd de 5° din
aripa 3’) diferd de fractiunea de zahar a nucleozidelor gapului invecinat, definind astfel delimitarea dintre
aripi si gap (adicd, jonctiunea aripd/gap). In anumite variante de realizare, fractiunile de zahar din
interiorul gapului sunt aceleasi unele cu altele. In anumite cazuri, gapul include una sau mai multe
nucleozide avand o fraciune de zahar care diferd de fractiunca de zahar a uneia sau mai multor alte
nucleozide ale gapului. In anumite variante de realizare, motivele de zahar ale celor doud aripi sunt
aceleasi unul cu celdlalt (gapmer simetric). In anumite cazuri, motivul de zahar al aripii 5° diferd de
motivul de zahar al aripii 3” (gapmer asimetric).

In anumite variante de realizare, fiecare nucleozidd a fiecirei aripi a unui gapmer este o
nucleozidd modificata.

In anumite variante de realizare, fiecare nucleozidi a gapului unui gapmer este o 2'-deoxi
nucleozidd nemodificata.

In anumite variante de realizare, gapmerul este un deoxi gapmer. In variante de realizare,
nucleozidele de pe partea cu gapul a fiecdrei jonctiuni aripd/gap sunt 2'-deoxi nucleozide nemodificate, iar
nucleozidele de pe partea cu aripa a fiecirei jonctiuni aripd/gap sunt nucleozide modificate. In anumite
variante de realizare, fiecare nucleozidi a gapului este o 2’-deoxi nucleozid nemodificati. in anumite
variante de realizare, fiecare nucleozida a fiecirei aripi a unui gapmer este o nucleozidd modificati.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind sau constau dintr-o
regiune avand un motiv de zahar complet modificat. In astfel de variante de realizare, fiecare nucleozid a
regiunii complet modificate a oligonucleotidei modificate cuprinde o fractiune de zahar modificat. In
anumite cazuri, fiecare nucleozidi a intregii oligonucleotide modificate cuprinde o fractiune de zahar
modificat. In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind sau constau dintr-o
regiune avand un motiv de zahar complet modificat, in care fiecare nucleozidd din regiunca complet
modificatd cuprinde acelasi fractiune de zahar modificat, denumitd in prezenta motiv de zahar modificat
uniform. In anumite cazuri, o oligonucleotidi complet modificati este o oligonucleotidi modificati
uniform. In anumite cazuri, fiecare nucleozidi a unei modificiri uniformi cuprinde aceeasi modificare in
2"

In prezenta, lungimile (numirul de nucleozide) ale celor trei regiuni ale unui gapmer pot fi
furnizate folosind notatia [# de nucleozide in aripa 5°] - [# de nucleozide in gap] - [# de nucleozide in
aripa 3']. Astfel, un gapmer 5-8-5 constd din 5 nucleozide legate in fiecare aripd si 8 nucleozide legate in
gap. Acolo unde o astfel de nomenclaturd este urmatd de o modificare specifica, acea modificare este
modificarea in aripi, iar nucleozidele gapului cuprind zaharuri deoxinucleozidice nemodificate. Astfel, un
gapmer MOE 5-8-5 consti din 5 nucleozide modificate MOE legate in aripa 5°, 8 deoxinucleozide legate
in gap si 5 nucleozide MOE legate in aripa 3°. In anumite variante de realizare, oligonucleotidele
modificate sunt gapmeri MOE 5-8-5.

2. Anumite motive ale nucleobazelor

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele cuprind nucleobaze modificate si/sau
nemodificate dispuse de-a lungul oligonucleotidei sau a unei regiuni a acesteia intr-un model sau motiv
definit. In anumite cazuri, fiecare nucleobazi este modificatd. In anumite cazuri, niciuna dintre
nucleobaze nu este modificati. In anumite cazuri, fiecare purini sau fiecare pirimidini este modificati. In
anumite cazuri, fiecare adenini este modificat. In anumite cazuri, fiecare guanini este modificata. In
anumite cazuri, fiecare timini este modificatd. In anumite cazuri, fiecare uracil este modificat. in anumite
variante de realizare, fiecare citozind este modificati. In anumite variante de realizare, unele sau toate
nucleobazele de citozini dintr-o oligonucleotidd modificatd sunt 5-metilcitozine. In anumite variante de
realizare, toate nucleobazele de citozind sunt 5-metilcitozine si toate celelalte nucleobaze ale
oligonucleotidei modificate sunt nucleobaze nemodificate.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele modificate cuprind un bloc de nucleobaze
modificate. In anumite astfel de variante de realizare, blocul se afli la capitul 3' al oligonucleotidei. In
anumite variante de realizare, blocul se afld in 3 nucleozide de la capitul 3' al oligonucleotidei. In anumite
variante de realizare, blocul se afld la capitul 5' al oligonucleotidei. in anumite variante de realizare,
blocul se afld in 3 nucleozide de la capatul 5' al oligonucleotidei.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele avind un motiv gapmer cuprind o nucleozidi
care cuprinde o nucleobazi modificati. In anumite astfel de variante de realizare, o nucleozidi care
cuprinde o nucleobazi modificata se afla in gapul central al unei oligonucleotide avand un motiv gapmer.
In anumite astfel de variante de realizare, fractiunca de zahar a respectivei nucleozide este o fractiune 2'-
dezoxiribozil. In anumite cazuri, nucleobaza modificati este selectatd dintre: o 2-tiopirimidini si o 5-
propinpirimidind.

3. Anumite motive ale legaturilor internucleozidice
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In anumite variante de realizare, oligonucleotidele cuprind legituri internucleozidice modificate
si/sau nemodificate dispuse de-a lungul oligonucleotidei sau a unei regiuni a acesteia intr-un model sau
motiv definit. In anumite cazuri, fiecare grupare de legiturd internucleozidicd este o legiturd
internucleozidici de fosfodiester (P=0). In anumite cazuri, fiecare legiturd internucleozidicd a unei
oligonucleotide modificate este o legiturd internucleozidica de fosforotioat (P=S). In anumite variante de
realizare, fiecare legiturd internucleozidicd a unei oligonucleotide modificate este selectatd in mod
independent dintre o legiturd internucleozidicd de fosforotioat si o legiturd internucleozidicd de
fosfodiester. In anumite variante de realizare, fiecare legiturd internucleozidicd de fosforotioat este
selectatd in mod independent dintre un fosforotioat stereoaleatoriu, un fosforotioat (Sp) si un fosforotioat
(Rp). In anumite variante de realizare, motivul de zahar al unei oligonucleotide modificate este un gapmer
si legdturile internucleozidice din interiorul gapului sunt toate modificate. In anumite astfel de variante de
realizare, unele dintre legiturile internucleozidice din aripi sunt legaturi de fosfat nemodificat. In anumite
variante de realizare, legiturile internucleozidice terminale sunt modificate. In anumite variante de
realizare, motivul de zahar al unei oligonucleotide modificate este un gapmer, iar motivul de legituri
internucleozidice cuprinde cel putin o legiturd internucleozidica de fosfodiester in cel putin o aripd, in
care respectiva cel pufin o legiturd de fosfodiester nu este o legiturd internucleozidicd terminald, iar
legiturile internucleozidice rimase sunt legituri internucleozidice de fosforotioat. In anumite astfel de
variante de realizare, toate legaturile de fosforotioat sunt stereoaleatorii. In anumite variante de realizare,
toate legdturile de fosforotioat din aripi sunt fosforotioati (Sp), iar gapul cuprinde cel putin un motiv Sp,
Sp, Rp. In anumite variante de realizare, populatiile de oligonucleotide modificate sunt imbogdtite cu
oligonucleotide modificate cuprinzand astfel de motive de legituri internucleozidice.

C. Anumite lungimi
Este posibil sd se marcascd sau si se scadd lungimea unei oligonucleotide fird a elimina din

activitate. De exemplu, in Woolf si colab. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7305-7309, 1992), o serie de
oligonucleotide cu lungimea de 13-25 nucleobaze au fost testate in ceea ce priveste capacitatea lor de a
induce clivarea unui ARN tintd intr-un model de injectie cu ovocite. Oligonucleotide cu lungimea de 25
de nucleobaze cu 8 sau 11 baze nepotrivite in apropicrea capetelor oligonucleotidelor au fost capabile sa
dirijeze clivajul specific al ARNm-ului tintd, desi intr-o misurd mai mica decét oligonucleotidele care nu
contineau nepotriviri. In mod analog, clivajul specific tintei a fost realizat folosind oligonucleotide cu 13
nucleobaze, inclusiv cele cu 1 sau 3 nepotriviri.
Oligonucleotidele modificate conform inventiei au o lungime de 18 nucleozide legate.

D. Anumite oligonucleotide modificate

In anumite variante de realizare, modificdrile de mai sus (zahar, nucleobazi, legiturd
internucleozidica) sunt incorporate intr-o oligonucleotidd modificati. In anumite variante de realizare,
oligonucleotidele modificate sunt caracterizate prin motivele lor de modificare si lungimile totale. In
anumite variante de realizare, astfel de parametri sunt fiecare independenti unii fata de altii. Astfel, daca
nu se¢ indica altfel, fiecare legiturd internucleozidicd a unei oligonucleotide avand un motiv de zahar
gapmer poate fi modificatd sau nemodificatd si poate sd urmeze sau nu modelul de modificare al
gapmerului in modificarile zaharului. De exemplu, legiturile internucleozidice din regiunile aripilor unui
gapmer de zahar pot fi aceleasi sau diferite una de cealaltd si pot fi aceleasi sau diferite de legiturile
internucleozidice ale regiunii de gap a motivului de zahar. De asemenea, astfel de oligonucleotide cu
gapmer de zahar pot cuprinde una sau mai multe nucleobaze modificate independent de modelul de
gapmer al modificdrilor zaharului. Dacd nu se indicad altfel, toate modificdrile sunt independente de
secventa de nucleobaze.

E. Anumite populatii de oligonucleotide modificate
Populatiile de oligonucleotide modificate in care toate oligonucleotidele modificate ale

populatiei au aceeasi formuld moleculara pot fi populatii stereoaleatorii sau populatii imbogitite chiral.
Toti centrii chirali ai tuturor oligonucleotidelor modificate sunt stereoaleatorii intr-o populatie
stereoaleatorie. Intr-o populatic imbogititi chiral, cel putin un anumit centru chiral nu este stereoaleatoriu
in oligonucleotidele modificate ale populatiei. In anumite variante de realizare, oligonucleotidele
modificate ale unei populatii imbogitite chiral sunt imbogétite cu fractiuni de zahar ribozil B-D, iar toate
legiturile internucleozidice de fosforotioat sunt stercoaleatorii. In anumite variante de realizare,
oligonucleotidele modificate ale unei populatii imbogdtite chiral sunt imbogatite atat cu fractiuni de zahar
ribozil B-D cat si cu cel putin o legiturd internucleozidicd de fosforotioat particulard intr-o configuratic
stereochimicd particulara.
F. Secventa de nucleobaze

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele (oligonucleotide nemodificate sau modificate)
sunt descrise in continuare prin secventa lor de nucleobaze. in anumite variante de realizare,
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oligonucleotidele au o secventd de nucleobaze care este complementard cu o a doua oligonucleotidi sau
cu un acid nucleic de referinti identificat, cum ar fi un acid nucleic tinti. In anumite variante de realizare,
o regiune a unei oligonucleotide are o secventd de nucleobaze care este complementard cu o a doua
oligonucleotidi sau un acid nucleic de referinti identificat, cum ar fi un acid nucleic tinti. In anumite
variante de realizare, secventa de nucleobaze a unei regiuni sau a intregii lungimi a unei oligonucleotide
este de cel putin 50%, cel putin 60%, cel putin 70%, cel pufin 80%, cel putin 85%, cel putin 90%, cel
putin 95%, sau 100% complementard cu a doua oligonucleotidd sau acid nucleic, cum ar fi un acid
nucleic {inta.
1. Anumiti compusi oligomerici

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza compusi oligomerici, care constau dintr-o
oligonucleotidd (modificatd sau nemodificatd) si opfional una sau mai multe grupdri conjugate si/sau
grupdri terminale. Grupdrile conjugate constau din una sau mai multe fractiuni conjugate si un linker
conjugat care leaga fractiunea conjugata la oligonucleotida. Grupdrile conjugate pot fi atasate la unul sau
ambele capete ale unei oligonucleotide si/sau la orice pozitic internd. in anumite variante de realizare,
grupdrile conjugate sunt atasate la pozitia 2' a unei nucleozide a unei oligonucleotide modificate. In
anumite variante de realizare, grupdrile conjugate care sunt atasate la unul sau ambele capete ale unei
oligonucleotide sunt grupdri terminale. In anumite astfel de variante de realizare, grupirile conjugate sau
grupdrile terminale sunt atasate la capitul 3' si/sau 5' al oligonucleotidelor. In anumite astfel de variante
de realizare, grupdrile conjugate (sau grupdrile terminale) sunt atasate la capatul 3' al oligonucleotidelor.
In anumite variante de realizare, grupdrile conjugate sunt atasate aproape de capatul 3' al
oligonucleotidelor. In anumite variante de realizare, gruparile conjugate (sau grupdrile terminale) sunt
atasate la capitul 5' al oligonucleotidelor. In anumite variante de realizare, grupirile conjugate sunt
atasate aproape de capdtul 5' al oligonucleotidelor.

Exemple de grupdri terminale includ, dar nu se¢ limiteaza la, grupiri conjugate, grupari de
bonetare, fractiuni fosfat, grupari protectoare, nucleozide modificate sau nemodificate si doud sau mai
multe nucleozide care sunt modificate sau nemodificate in mod independent.

A. Anumite grupiiri conjugate

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele sunt atasate covalent la una sau mai multe
grupdri conjugate. In anumite variante de realizare, grupirile conjugate modifici una sau mai multe
proprictdti ale oligonucleotidei atasate, incluzdnd, dar fard a se limita la, farmacodinamica,
farmacocineticd, stabilitate, legare, absorbtie, distributie tisulard, distributie celulard, absorbtie celulard,
incdrcare si clearance. In anumite variante de realizare, grupirile conjugate conferd o nouil proprictate
oligonucleotidei atasate, de exemplu, fluorofori sau grupari raportoare care permit detectarea
oligonucleotidei. Anumite grupdri conjugate si fractiuni conjugate au fost descrise anterior, de exemplu:
fractiune de colesterol (Letsinger si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), acid colic
(Manoharan si colab., Bioorg Med. Chem. Lett., 1994, 4, 1053-1060), un tioeter, de exemplu, hexil-S-
tritiltiol (Manoharan si colab., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan si colab., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser si colab., Nucl. Acids Res., 1992, 20,
533-538), un lant alifatic, de exemplu, reziduuri de do-decan-diol sau undecil (Saison-Behmoaras si
colab., EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov si colab., FEBS Lert., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk;
si colab., Biochimie, 1993, 75, 49-54), o fosfolipida, de exemplu, di-hexadecil-rac-glicerol sau 1,2-di-O-
hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonat de trietil-amoniu (Manoharan si colab., Tetrahedron Lett., 1995, 36,
3651-3654; Shea si colab., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), o poliamind sau un lan{ de polictilen
glicol (Manoharan si colab., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973), sau acid adamantan acetic o
fractiune de palmitil (Mishra si colab., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), o fractiune de
octadecilamind sau hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke si colab., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996,
277, 923-937), o grupare tocoferol (Nishina si colab., Molecular Therapy Nucleic Acids, 2015, 4, €220; si
Nishina si colab., Molecular Therapy, 2008, 16, 734-740), sau un cluster GalNAc (de exemplu,
WO02014/179620).

1. Fractiuni conjugate
Fractiunile conjugate includ, fara limitare, intercalatori, molecule reporter, poliamine, poliamide,

peptide, carbohidrati, fractiuni de vitamine, polietilen glicoli, tioeteri, polieteri, colesteroli, tiocolesteroli,
fractiuni de acid colic, folat, lipide, fosfolipidide, biotind, fenazind, fenantridini, antrachinona,
adamantan, acridind, fluoresceind, rodamine, cumarine, fluorofori si coloranti.

In anumite variante de realizare, o fractiune conjugatd cuprinde o substantd medicamentoasa
activd, de exemplu, aspirind, warfarind, fenilbutazond, ibuprofen, suprofen, fen-bufen, ketoprofen, (S)-
(+)-pranoprofen, carprofen, dansilsarcozind, acid 2,3,5-triiodobenzoic, fingolimod, acid flufenamic, acid
folinic, o benzotiadiazida, clorotiazida, o diazepind, indo-meticind, un barbituric, o cefalosporini, un
medicament sulfa, un antidiabetic, un antibacterian sau un antibiotic.
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2. Linkeri de conjugare

Fractiunile conjugate sunt atasate la oligonucleotide prin linkeri conjugati. In anumiti compusi
oligomerici, linkerul conjugat este o singurd legiturd chimici (adicd, fractiunea conjugatd este atasatd
direct la o oligonucleotida printr-o legiturd simpl). In anumite variante de realizare, linkerul conjugat
cuprinde o structurd de lant, cum ar fi un lant hidrocarbil, sau un oligomer de unititi repetate cum ar fi
etilenglicol, nucleozide sau unititi de aminoacizi.

In anumite variante de realizare, un linker conjugat cuprinde una sau mai multe grupiri selectate
dintre alchil, amino, oxo, amida, disulfurd, polietilen glicol, eter, tioeter si hidroxilamino. In anumite
astfel de variante de realizare, linkerul conjugat cuprinde grupari selectate dintre grupdri alchil, amino,
oxo, amida si eter. In anumite variante de realizare, linkerul conjugat cuprinde grupiri selectate dintre
grupdri alchil si amida. In anumite variante de realizare, linkerul conjugat cuprinde grupiri selectate
dintre grupdri alchil si eter. In anumite variante de realizare, linkerul conjugat cuprinde cel putin o
fractiune de fosfor. In anumite variante de realizare, linkerul conjugat cuprinde cel putin o grupare fosfat.
In anumite variante de realizare, linkerul conjugat include cel putin o grupare de legiturd neutra.

In anumite variante de realizare, linkerii conjugati, inclusiv linkerii conjugati descrisi mai sus,
sunt fractiuni de legare bifunctionale, de exemplu, cele cunoscute in domeniu ca fiind utile pentru atasarea
grupdrilor conjugate la compusii parinte, cum ar fi oligonucleotidele furnizate in prezenta. In general, o
fractiune de legare bifunctionald cuprinde cel putin doud grupari functionale. Una dintre grupdrile
functionale este selectatd pentru a se lega la un anumit situs al unui compus pdrinte, iar cealaltd este
selectatd pentru a se lega la o grupare conjugatd. Exemple de grupari functionale utilizate intr-o fractiune
de legare bifunctionald includ, dar nu se limiteaza la, electrofile pentru reactia cu grupdri nucleofile si
nucleofile pentru reactia cu grupdri electrofile. In anumite variante de realizare, fractiunile de legare
bifunctionale cuprind una sau mai multe grupdri selectate dintre amino, hidroxil, acid carboxilic, tiol,
alchil, alchenil i alchinil.

Exemple de linkeri conjugati includ, dar nu se limiteazd la, pirolidind, acid 8-amino-3,6-
dioxaoctanoic (ADO), 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilat de succinimidil (SMCC) si acid 6-
aminohexanoic (AHEX sau AHA). Alti linkeri conjugati includ, dar nu se limiteazi la, alchil C;-Cig
substituit sau nesubstituit, alchenil C,-C;o substituit sau nesubstituit sau alchinil C,-Cyo substituit sau
nesubstituit, in care o listd nelimitativd de grupari substituente preferate include hidroxil, amino, alcoxi,
carboxi, benzii, fenil, nitro, tiol, tioalcoxi, halogen, alchil, aril, alchenil i alchinil.

In anumite variante de realizare, linkerii conjugati cuprind 1-10 nucleozide de legare. In anumite
variante de realizare, linkerii conjugati cuprind 2-5 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare,
linkerii conjugati cuprind exact 3 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare, linkerii conjugati
cuprind motivul TCA. In anumite variante de realizare, astfel de nucleozide de legare sunt nucleozide
modificate. In anumite variante de realizare, astfel de nucleozide de legare cuprind o fractiune de zahar
modificat. in anumite variante de realizare, nucleozidele de legare sunt nemodificate. In anumite variante
de realizare, nucleozidele de legare cuprind o bazd heterociclicd optional protejatd selectatd dintre o
purind, purini substituiti, pirimidini sau pirimidind substituiti. In anumite variante de realizare, o
fractiune clivabild este o nucleozidd selectatd dintre uracil, timind, citozind, 4-N-benzoilcitozind, 5-
metilcitozind,  4-N-benzoil-5-metilcitozind, adenind, 6-N-benzoiladenind, guanind si  2-N-
izobutirilguanind. De obicei, este de dorit ca nucleozidele de legare si fie clivate din compusul oligomeric
dupi ce acesta atinge un tesut tinti. In consecinti, nucleozidele de legare sunt in mod tipic legate intre cle
si 1a partea rdmasa din compusul oligomeric prin legituri clivabile. In anumite variante de realizare, astfel
de legaturi clivabile sunt legaturi de fosfodiester.

In prezenta, nucleozidele de legare nu sunt considerate a fi parte a oligonucleotidei. In
consecintd, in variantele de realizare in care un compus oligomeric cuprinde o oligonucleotidd constand
dintr-un numdr sau un interval specificat de nucleozide legate si/sau un procent specificat de
complementaritate cu un acid nucleic de referintd si compusul oligomeric cuprinde, de asemenea, o
grupare conjugata care cuprinde un linker conjugat care cuprinde nucleozide de legare, acele nucleozide
de legare nu sunt numarate in functie de lungimea oligonucleotidei si nu sunt utilizate la determinarea
procentului de complementaritate a oligonucleotidei cu acidul nucleic de referintd. De exemplu, un
compus oligomeric poate cuprinde (1) o oligonucleotidd modificati constind din 8-30 nucleozide si (2) o
grupare conjugatd cuprinzind 1-10 nucleozide de legare care sunt contigue cu nucleozidele
oligonucleotidei modificate. Numadrul total de nucleozide legate contigue intr-un astfel de compus
oligomeric este mai mare de 30. Alternativ, un compus oligomeric poate cuprinde o oligonucleotida
modificati constind din 8-30 nucleozide si nicio grupare conjugati. Numdirul total de nucleozide legate
contigue intr-un astfel de compus oligomeric nu este mai mare de 30. Dacd nu se indica altfel, linkerii
conjugati cuprind nu mai mult de 10 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare, linkerii
conjugati cuprind nu mai mult de 5 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare, linkerii
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conjugati cuprind nu mai mult de 3 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare, linkerii
conjugati cuprind nu mai mult de 2 nucleozide de legare. In anumite variante de realizare, linkerii
conjugati cuprind nu mai mult de 1 nucleozida de legare.

In anumite variante de realizare, este de dorit ca o grupare conjugati si fie clivati din
oligonucleotidd. De exemplu, in anumite circumstanfe, compusii oligomerici cuprinzand o anumitd
fractiune conjugatd sunt captati mai bine de un anumit tip de celuld, dar odatd ce compusul oligomeric a
fost captat, este de dorit ca gruparca conjugata si fie clivatd pentru a elibera oligonucleotida neconjugati
sau pdrinte. Astfel, anumiti linkeri conjugafi pot cuprinde una sau mai multe fractiuni clivabile. In
anumite variante de realizare, o fractiune clivabili este o legiturd clivabili. In anumite variante de
realizare, o fractiune clivabili este o grupare de atomi care cuprinde cel putin o legiturd clivabili. In
anumite variante de realizare, o fractiune clivabild cuprinde o grupare de atomi avind una, doud, trei,
patru sau mai mult de patru legituri clivabile. In anumite variante de realizare, o fractiune clivabil este
clivati selectiv in interiorul unei celule sau unui compartiment subcelular, cum ar fi un lizozom. In
anumite variante de realizare, o fractiune clivabild este clivatd selectiv de enzime endogene, cum ar fi
nucleaze.

In anumite variante de realizare, o legaturd clivabild este selectatd dintre: o amidi, un ester, un
eter, unul sau ambii esteri ai unui fosfodiester, un ester fosfat, un carbamat sau o disulfurd. In anumite
variante de realizare, o legiturd clivabili este unul sau ambii esteri ai unui fosfodiester. In anumite
variante de realizare, o fractiune clivabild cuprinde un fosfat sau fosfodiester. In anumite variante de
realizare, fractiunea clivabila este o legiturd de fosfat intre o oligonucleotida si o fractiune conjugata sau
0 grupare conjugata.

In anumite variante de realizare, o fractiune clivabili cuprinde sau consti din una sau mai multe
nucleozide de legare. In anumite astfel de variante de realizare, respectivele una sau mai multe nucleozide
de legare sunt legate intre cle si/sau la partea rimasi din compusul oligomeric prin legituri clivabile. In
anumite variante de realizare, astfel de legaturi clivabile sunt legituri de fosfodiester nemodificate. in
anumite variante de realizare, o portiune clivabild este 2°-deoxi nucleozidd care este atasatd fie la
nucleozida 3°, fie la cea 5°-terminala a unei oligonucleotide printr-o legdtura internucleozidica de fosfat si
atasatd covalent la portiunea rdmasa din linkerului conjugat sau a fractiunii conjugate printr-o legiturd de
fosfat sau fosforotioat. in anumite astfel de variante de realizare, fractiunea clivabili este 2'-
deoxiadenozina.

B. Anumite grupiri terminale

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici cuprind una sau mai multe grupari
terminale. In anumite astfel de variante de realizare, compusii oligomerici cuprind un 5'-fosfat stabilizat.
5'-fosfatii stabilizati includ, dar nu se limiteazd la 5'-fosfanati, incluzind, dar fird a se limita la 5'-
vinilfosfonati. In anumite variante de realizare, grupdrile terminale cuprind una sau mai multe nucleozide
abazice si/sau nucleozide inversate. In anumite variante de realizare, grupirile terminale cuprind una sau
mai multe nucleozide legate in 2. In anumite astfel de variante de realizare, nucleozida legati in 2' este o
nucleozidd abazica.

ll. Duplexuri oligomerice

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici descrisi in prezenta cuprind o
oligonucleotidd, avind o secventd de nucleobaze complementard cu cea a unui acid nucleic tinta. In
anumite variante de realizare, un compus oligomeric este imperecheat cu un al doilea compus oligomeric
pentru a forma un duplex oligomeric. Astfel de duplexuri oligomerice cuprind un prim compus
oligomeric avand o regiune complementard unui acid nucleic {intd si un al doilea compus oligomeric
avand o regiune complementard primului compus oligomeric. In anumite variante de realizare, primul
compus oligomeric al unui duplex oligomeric cuprinde sau constd din (1) o oligonucleotidd modificata
sau nemodificati si optional o grupare conjugatd si (2) o a doua oligonucleotidd modificatd sau
nemodificatd si optional o grupare conjugati. Oricare sau ambii compusi oligomeri ai unui duplex
oligomeric pot cuprinde o grupare conjugatd. Oligonucleotidele fiecirui compus oligomeric al unui
duplex oligomeric pot include nucleozide necomplementare proeminente.

Iv. Activitate antisens

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici si duplexurile oligomerice sunt capabile
sd se hibridizeze la un acid nucleic tintd, rezultind cel putin o activitate antisens; astfel de compusi
oligomerici si duplexuri oligomerice sunt compusi antisens. In anumite variante de realizare, compusii
antisens au activitate antisens atunci cand reduc sau inhibd cantitatea sau activitatea unui acid nucleic
tinti cu 25% sau mai mult in testul celular standard. in anumite variante de realizare, compusii antisens
afecteaza selectiv unul sau mai multi acizi nucleici {inti. Astfel de compusi antisens cuprind o secventi de
nucleobaze care se hibridizeaza la unul sau mai mulfi acizi nucleici tintd, rezultind una sau mai multe
activititi antisens dorite si nu se hibridizeazi la unul sau mai multi acizi nucleici ne-tintd sau nu se
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hibridizeazd la unul sau mai mulfi nucleici ne-fintd in asa fel incat si rezulte o activitate antisens
semnificativa nedoritd.

In anumite activititi antisens, hibridizarea unui compus antisens la un acid nucleic tinti are ca
rezultat recrutarea unei proteine care cliveaza acidul nucleic tintd. De exemplu, anumiti compusi antisens
au ca rezultat clivarea mediati de RNaza H a acidului nucleic tintd. RNaza H este o endonucleaza celulard
care cliveazi catena de ARN a unui duplex ARN:ADN. ADN-ul dintr-un astfel de duplex ARN:ADN nu
trebuie si fie ADN nemodificat. In anumite variante de realizare, sunt descrisi in prezenta compusi
antisens care sunt suficient de ,aseminitori ADN-ului” pentru a provoca activitatea RNazei H. In
anumite variante de realizare, sunt tolerate una sau mai multe nucleozide care nu sunt aseminditoarc
ADN-ului in gapul unui gapmer.

In anumite activititi antisens, un compus antisens sau o portiune dintr-un compus antisens este
incarcat intr-un complex de matisare indus de ARN (RISC), ducand in final la clivarea acidului nucleic
fintd. De exemplu, anumifi compusi antisens au ca rezultat clivarea acidului nucleic {intd de catre
Argonaute. Compusii antisens care sunt incircati in RISC sunt compusi ARNi. Compusii ARNi pot fi
dublu catenari (siARN) sau monocatenari (sSRNA).

In anumite variante de realizare, hibridizarea unui compus antisens la un acid nucleic tint3 nu are
ca rezultat recrutarea unei proteine care cliveazi acel acid nucleic tinti. In anumite variante de realizare,
hibridizarea compusului antisens la acidul nucleic tintd are ca rezultat alterarea matisirii acidului nucleic
tint3. In anumite variante de realizare, hibridizarea unui compus antisens la un acid nucleic tinti are ca
rezultat inhibarea unei interactiuni de legare intre acidul nucleic tintd si o proteind sau un alt acid nucleic.
In anumite variante de realizare, hibridizarea unui compus antisens la un acid nucleic tinti are ca rezultat
alterarea translatiei acidului nucleic tinta.

Activititile antisens pot fi observate direct sau indirect. In anumite variante de realizare,
observarea sau detectarea unei activitifi antisens implici observarea sau detectarea unei modificdri a unei
cantititi dintr-un acid nucleic tintd sau dintr-o proteini codificatd de un astfel de acid nucleic tintd, o
modificare a raportului dintre variantele de matisare ale unui acid nucleic sau ale unei proteine, si/sau o
modificare fenotipica intr-o celuld sau un animal.

V. Anumiti acizi nucleici tinti

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici cuprind sau constau dintr-o
oligonucleotidd care cuprinde o regiune care este complementard unui acid nucleic tinta. In anumite
variante de realizare, acidul nucleic {inti este o moleculd de ARN endogeni. In anumite variante de
realizare, acidul nucleic tinti codifici o proteini. In anumite astfel de variante de realizare, acidul nucleic
fintd este selectat dintre: un ARNm matur si un pre-ARNm, incluzind regiuni intronice, exonice si
netranslatate. in anumite variante de realizare, ARN-ul tintii este un ARNm matur. In anumite variante de
realizare, acidul nucleic tinta este un pre-ARNm. In anumite astfel de variante de realizare, regiunca fintd
se afli in intregime intr-un intron. In anumite variante de realizare, regiunca fintd se intinde peste o
jonctiune intron/exon. in anumite variante de realizare, regiunea tinti este de cel putin 50% intr-un intron.

A. Complementaritate/nepotriviri cu acidul nucleic tinti

Este posibil sd se introducd baze de nepotrivire fird a elimina din activitate. De exemplu,
Gautschi si colab (J. Natl. Cancer Inst. 93:463-471, martie 2001) au demonstrat capacitatea unei
oligonucleotide care are 100% complementaritate cu ARNm-ul de bcl-2 si care are 3 nepotriviri la
ARNm-ul de bel-xL pentru a reduce expresia atit a bel-2 cat si a bel-xL in vitro i in vivo. In plus, aceasti
oligonucleotidd a demonstrat o activitate antitumorald puternicd in vivo. Maher si Dolnick (Nuc. Acid.
Res. 16:3341-3358, 1988) au testat o seric de oligonucleotide cu 14 nucleobaze in tandem cu
oligonucleotide de 28 si 42 nucleobaze compuse din secventa de doud sau, respectiv, trei dintre
oligonucleotidele in tandem, in ceea ce priveste abilitatea lor de a stopa translatia DHFR uman intr-o
analiza de reticulocite de icpure. Fiecare dintre cele trei oligonucleotide de 14 nucleobaze a fost capabila
sa inhibe translatia, desi la un nivel mai modest decat oligonucleotidele de 28 sau 42 de nucleobaze.

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici cuprind oligonucleotide care sunt
complementare cu acidul nucleic tintd pe intreaga lungime a oligonucleotidei. In anumite variante de
realizare, oligonucleotidele sunt 99%, 95%, 90%, 85% sau 80% complementare cu acidul nucleic {inti. In
anumite variante de realizare, oligonucleotidele sunt complementare in proportic de cel pufin 80% cu
acidul nucleic tintd pe toatd lungimea oligonucleotidei si cuprind o regiune care este 100% sau complet
complementari cu un acid nucleic tinti. in anumite variante de realizare, regiunea de complementaritate
completd este de 1a 6 1a 20, 10 la 18 sau 18 la 20 de nucleobaze in lungime.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele cuprind una sau mai multe nucleobaze
nepotrivite in raport cu acidul nucleic tinti. In anumite variante de realizare, activitatea antisens fati de
{intd este redusa printr-o astfel de nepotrivire, dar activitatea fatd de o non-tinta este redusd cu o cantitate
mai mare. Astfel, in anumite variante de realizare, este imbunatitita selectivitatea compusului oligomeric
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care cuprinde o oligonucleotidi. In anumite variante de realizare, nepotrivirea este pozitionatd in mod
specific intr-o oligonucleotidi avaind un motiv de gapmer. In anumite variante de realizare, nepotrivirea
este in pozifia 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 sau 8 de la capdtul 5' al regiunii de gap. In anumite variante de realizare,
nepotrivirea este in pozitia 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 de la capatul 3' al regiunii de gap. In anumite variante de
realizare, nepotrivirea este in pozitia 1, 2, 3, sau 4 de la capitul 5' al regiunii de arip. In anumite variante
de realizare, nepotrivirea este in pozitia 4, 3, 2, sau 1 de la capatul 3' al regiunii de aripa.

B. Tau

Compusii oligomerici conform inventiei cuprind sau constau dintr-o oligonucleotidd care
cuprinde o regiune care este complementard unui acid nucleic {int, in care acidul nucleic tinta este Tau.
In anumite variante de realizare, acidul nucleic Tau are secventa prezentatd in SECV ID NR: 1 (Nr. de
acces GENBANK NT_010783.14 trunchiat de la nucleotidele 2624000 la 2761000).

In anumite variante de realizare, punerea in contact a unei celule cu un compus oligomeric
complementar cu SECV ID NR: 1 reduce cantitatea de ARNm Tau, iar in anumite variante de realizare
reduce cantitatea de proteini Tau. In anumite variante de realizare, punerea in contact a unei celule de la
un animal cu un compus oligomeric complementar cu SECV ID NR: 1 amelioreazd unul sau mai multe
simptome ale unei boli neurodegenerative. In anumite variante de realizare, simptomul este pierderea de
memorie, pierderea functiei motorii, sau cresterea numirului si/sau volumului de incluziuni
neurofibrilare. In anumite variante de realizare, punerea in contact a unei celule de la un animal cu o
oligonucleotidd complementard cu SECV ID NR: 1 are ca rezultat mentinerea sau imbunititirea
memoriei, mentinerea sau imbunatitirea functiei motorii si/sau mentinerea sau reducerea numarului si/sau
volumului de incluziuni neurofibrilare.

C. Anumiti acizi nucleici tinti in anumite tesuturi

In anumite variante de realizare, compusii oligomerici cuprind sau constau dintr-o
oligonucleotidd care cuprinde o regiune care este complementard unui acid nucleic tintd, in care acidul
nucleic {intd este exprimat in sistemul nervos central (SNC).

VL Anumite compozitii farmaceutice

In anumite variante de realizare, sunt descrise in prezenta compozitii farmaceutice care cuprind
unul sau mai multi compusi oligomerici sau o sare a acestora. in anumite variante de realizare, compozitia
farmaceutici cuprinde un diluant sau purtitor acceptabil farmaceutic. In anumite variante de realizare, o
compozitic farmaceutici cuprinde o solutie salini sterild si unul sau mai multi compusi oligomerici. in
anumite variante de realizare, o compozitie farmaceuticd constd din o solutie salind sterild si unul sau mai
multi compusi oligomerici. In anumite variante de realizare, solutia salini sterild este solutie salini de
calitate farmaceutici. In anumite variante de realizare, o compozitie farmaceuticd cuprinde unul sau mai
multi compusi oligomerici si apd sterili. in anumite variante de realizare, o compozitic farmaceutici
consti din unul sau mai multi compusi oligomerici si apa sterild. In anumite variante de realizare, apa
sterild este api de calitate farmaceuticd. in anumite variante de realizare, o compozitic farmaceutici
cuprinde unul sau mai multi compusi oligomerici si solutic salini tamponati cu fosfat (PBS). in anumite
variante de realizare, o compozitie farmaceuticd constd din unul sau mai mul{i compusi oligomerici si
PBS sterild. In anumite variante de realizare, PBS sterild este PBS de calitate farmaceutica.

In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice cuprind unul sau mai multi compusi
oligomerici si unul sau mai multi excipienti. In anumite variante de realizare, excipientii sunt selectati
dintre apa, solutii sarate, alcool, polietilen glicoli, gelatind, lactoza, amilazi, stearat de magneziu, talc,
acid silicic, parafind vascoasd, hidroximetilceluloza si polivinilpirolidona.

In anumite variante de realizare, oligonucleotidele pot fi amestecate cu substante active sau
inerte acceptabile farmaceutic pentru prepararea de compozitii sau formuliri farmaceutice. Compozitiile
si procedeele pentru formularea de compozitii farmaceutice depind de o serie de criterii, inclusiv, dar fard
a se limita la, calea de administrare, intinderea bolii sau doza de administrat.

In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice care cuprind un compus oligomeric
cuprind orice sdruri acceptabile farmaceutic ale compusului oligomeric, esteri ai compusului oligomeric
sau saruri ale unor astfel de esteri. In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice care
cuprind compusi oligomerici cuprind una sau mai multe oligonucleotide care, dupd administrarea la un
animal, inclusiv un om, sunt capabile si furnizeze (direct sau indirect) metabolitul activ biologic sau un
rest al acestuia. In consecintd, de exemplu, dezvaluirea este de asemenea indreptatd citre siruri
acceptabile farmaceutic ale compusilor oligomerici, promedicamente, siruri acceptabile farmaceutic ale
unor astfel de promedicamente si alte bioechivalente. Sarurile acceptabile farmaceutic adecvate includ,
dar nu se limiteazi la, siruri de sodiu si potasiu. In anumite variante de realizare, promedicamentele
cuprind una sau mai multe grupari conjugate atasate la o oligonucleotidd, in care gruparea conjugatd este
clivatd de nucleazele endogene din corp.
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Fractiunile lipidice au fost utilizate in terapiile cu acid nucleic intr-o varietate de metode. in
anumite astfel de metode, acidul nucleic, cum ar fi un compus oligomeric, este introdus in lipozomi
preformati sau lipoplexe formate din amestecuri de lipide cationice si lipide neutre. In anumite metode, se
formeazi complexe de ADN cu lipide mono- sau policationice firi prezenta unei lipide neutre. In
anumite variante de realizare, o fractiune lipidicd este selectatd pentru a creste distributia unui agent
farmaceutic la o anumiti celuld sau tesut. In anumite variante de realizare, o fractiune lipidici este
selectatii pentru a creste distributia unui agent farmaceutic la tesutul gras. In anumite variante de realizare,
o fractiune lipidica este selectatd pentru a creste distribufia unui agent farmaceutic la tesutul muscular.

In anumite variante de realizare, compozitille farmaceutice cuprind un sistem de livrare.
Exemplele de sisteme de livrare includ, dar nu se limiteaza la, lipozomi si emulsii. Anumite sisteme de
livrare sunt utile pentru prepararea anumitor compozitii farmaceutice, inclusiv cele care cuprind compusi
hidrofobi. In anumite variante de realizare, sunt utilizati anumiti solventi organici, cum ar fi
dimetilsulfoxid.

In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice cuprind una sau mai multe molecule
de eliberare specifice tesutului concepute pentru a furniza respectivii unul sau mai mulfi agenti
farmaceutici conform prezentei inventii la tesuturi sau tipuri de celule specifice. De exemplu, in anumite
variante de realizare, compozitiile farmaceutice includ lipozomi acoperifi cu un anticorp specific
tesutului.

In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice cuprind un sistem de co-solventi.
Anumite astfel de sisteme de co-solventi cuprind, de exemplu, alcool benzilic, un surfactant nepolar, un
polimer organic miscibil cu apa si o fazi apoasi. In anumite variante de realizare, astfel de sisteme de co-
solvenfi sunt utilizate pentru compusii hidrofobi. Un exemplu nelimitativ de astfel de sistem de co-
solventi este sistemul de co-solventi VPD, care este o solutie de etanol absolut care cuprinde 3% g/v
alcool benzilic, 8% g/v surfactant nepolar Polysorbate 80™ si 65% g/v polietilen glicol 300. Proportiile
unor astfel de sisteme de cosolventi pot fi variate considerabil fard a modifica semnificativ caracteristicile
lor de solubilitate si toxicitate. Mai mult, identitatea componentelor co-solventilor poate fi variata: de
exemplu, alti agenti activi de suprafata pot fi utilizati in loc de Polysorbate 80™; dimensiunea fractiei de
polietilen glicol poate fi variata; alti polimeri biocompatibili pot inlocui polietilen glicolul, de exemplu,
polivinil pirolidond; iar alte zaharuri sau polizaharide pot inlocui dextroza.

In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice sunt preparate pentru administrare
orald. In anumite variante de realizare, compozitiille farmaceutice sunt preparate pentru administrare
bucald. In anumite variante de realizare. o compozifie farmaceutici este preparatd pentru administrare
prin injectie (de exemplu, intravenoasd, subcutanatd, intramusculard, intratecald, intracerebroventriculara,
etc.). In anumite dintre astfel de variante de realizare, o compozitie farmaceutici cuprinde un purtitor si
este formulata in solutie apoasd, cum ar fi apa sau solutii tampon compatibile fiziologic, cum ar fi solutie
Hanks, solutic Ringer sau tampon salin fiziologic. In anumite variante de realizare, sunt incluse alte
ingrediente (de exemplu, ingrediente care ajutd la solubilitate sau servesc drept conservanti). In anumite
variante de realizare, suspensiile injectabile sunt preparate folosind purtitori lichizi adecvati, agenti de
suspendare si altele asemenea. Anumite compozitii farmaceutice pentru injectare sunt prezentate in forma
de dozare unitard, de exemplu, in fiole sau in recipiente cu doze multiple. Anumite compozitii
farmaceutice pentru injectare sunt suspensii, solutii sau emulsii in vehicule uleioase sau apoase si pot
confine agenti de formulare cum ar fi agenti de suspendare, stabilizare si/sau dispersare. Anumiti solventi
adecvati pentru utilizare in compozitiile farmaceutice pentru injectare includ, dar nu se limiteaza la,
solventi lipofili si uleiuri grase, cum ar fi ulei de susan, esteri sintetici ai acizilor grasi, cum ar fi oleat de
etil sau trigliceride si lipozomi. Suspensiile injectabile apoase pot confine.

VIl.  Anumiti compusi

In anumite variante de realizare, Compusul Nr. 814907 este caracterizat ca un gapmer MOE 5-8-
5, avand o secventi de (de la 5 1a 3°) CCGTTTTCTTACCACCCT (SECV ID NR: 8), in care fiecare
dintre nucleozidele 1-5 si 14 -18 sunt nucleozide 2°-MOE si fiecare dintre nucleozidele 6-13 sunt 2’-
deoxinucleozide, in care legdturile internucleozidice dintre nucleozida 2 si nucleozida 3 si nucleozida 15
la nucleozida 16 sunt legiturile internucleozidice de fosfodiester si legiturile internucleozidice ramase
sunt legaturi internucleozidice de fosforotioat, si in care fiecare citozind este o 5-metilcitozina.

In anumite variante de realizare, compusul nr. 814907 este caracterizat prin urmitoarea notatie
chimicd: mCes mCeo Ges Tes Tes Tds Tds mCds Tds Tds Ads mCds mCds Aes mCeo mCes mCes Te;
in care,

A = o0 adeninai,

mC = o 5-metilcitozina,
G = 0 guanini,

T = o timina,
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¢ = o nucleozidi 2'-MOE,
d = 0 2’-deoxinucleozida,
s = 0 legdturd internucleozidica de fosforotioat, si
o0 = o legiturd internucleozidica de fosfodiester.
In anumite variante de realizare, compusul nr. 814907 este caracterizat prin urmitoarea structuri

chimica:

(OROV ID NR R

Structura 1. Compus nr. 814907
VIII. Anumite repere

In anumite variante de realizare, compusul nr. 623782 (caracterizat mai jos in Exemplul 1),
descris pentru prima datd in WO 2015/010135, este un reper. Compusul nr. 623782 a fost un reprezentant
de top intre compusii descrisi in WO 2015/010135 in ceea ce priveste potenta, eficacitatea si
tolerabilitatea. Compusul nr. 623782 este furnizat ca reper pentru a demonstra eficacitatea si
tolerabilitatea superioard a Compusului nr. 814907 (caracterizat mai jos in Exemplul 1) in comparatie cu
Compusul nr. 623782 in studiile comparative descrise mai jos in Exemplul 1 si Exemplul 2.

Astfel cum s-a demonstrat in Exemplul 1, Compusul nr. 814907 a obtinut o0 EDso de 25 pg la
soareci transgenici Tau tratati cu 30 pg, 100 pg, 500 pg, in timp ce Compusul nr. 623782 a obtinut un
EDso de 94 pg la soareci transgenici Tau tratati cu 10 pg, 30 pg, 100 pug, 300 pg, 700 pg. Astfel,
Compusul nr. 814907 este mai eficient decat Compusul nr. 623782,

Dupa cum s-a demonstrat in Exemplul 2, administrarea Compusului nr. 814907 la soareci de tip
sdlbatic nu a dus la pierderea de celule Purkinje, in timp ce administrarca Compusului nr. 623782 a dus la
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pierderea de celule Purkinje in sectiuni ale cerebelului colorate cu calbindind la 3 din 11 animale. Prin
urmare, Compusul nr. 814907 este mai tolerabil decit Compusul nr. 623782.

Dezviluire

In timp ce anumiti compusi, compozitii si metode descrise in prezenta inventie au fost descrise
cu specificitate in conformitate cu anumite variante de realizare, urmitoarele exemple servesc numai
pentru a ilustra compusii descrisi in prezenta inventie si nu sunt destinate sa ii limiteze.

Desi lista de secvente care insoteste aceasti cerere de inregistrare identifica fiecare secventd ca
~ARN” sau ,ADN”, dupd cum este necesar, in realitate, acele secvente pot fi modificate cu orice
combinatie de modificiri chimice. O persoand de specialitate in domeniu va aprecia cu usurinti ci o astfel
de desemnare ca ,,ARN” sau ,,ADN” pentru a descrie oligonucleotidele modificate este, in anumite
cazuri, arbitrard'. De exemplu, o oligonucleotidd cuprinzind o nucleozida care cuprinde o fractiune de
zahar 2'-OH si o bazd de timind ar putea fi descrisd ca un ADN avand un zahar modificat (2'-OH in locul
unui 2'-H de ADN) sau ca un ARN avand o bazi modificata (timinf (uracil metilat) in locul unui uracil de
ARN). In consecinti, secventele de acizi nucleici descrise in prezenta, inclusiv, dar fard a se limita la cele
din lista de secvente, sunt destinate si cuprind acizi nucleici care contin orice combinatie de ARN si/sau
ADN natural sau modificat, incluzand, dar fard a se limita la astfel de acizi nucleici care au nucleobaze
modificate. Cu titlu de exemplu suplimentar si fard limitare, un compus oligomeric avand secventa de
nucleobaze ,, ATCGATCG” cuprinde orice compusi oligomeri care au o astfel de secventd de nucleobaze,
indiferent dacd sunt modificafi sau nemodificati, incluzind, dar fara a se limita la, astfel de compusi care
cuprind baze de ARN, cum ar fi cei care au secventa ,, AUCGAUCG” si cei care au unele baze de ADN si
unele baze de ARN, cum ar fi ,, AUCGATCG” si compusi oligomerici care au alte nucleobaze modificate,
cum ar fi ,, AT"CGAUCG”, in care ™C indica o baza citozind care cuprinde o grupare metil in pozitia 5.

Anumiti compusi descrisi in prezenta (de exemplu, oligonucleotide modificate) au unul sau mai
mulfi centri asimetrici si astfel dau nastere la enantiomeri, diastereomeri si alte configuratii
stereoizomerice care pot fi definite, in termeni de stercochimie absolutd, ca (R) sau (S), ca o sau B, cum ar
fi pentru anomeri de zahar, sau ca (D) sau (L), cum ar fi pentru aminoacizi, etc. Compusii descrisi in
prezenta care sunt ilustrati sau descrisi ca avind anumite configuratii stereoizomerice includ numai
compusii indicati. Compusii descrisi in prezenta care sunt ilustrafi sau descrisi cu stereochimie nedefinitd
includ tofi acesti izomeri posibili, inclusiv formele lor stereoaleatorii si optic pure, dacd nu se specificd
altfel. De asemenea, formele tautomerice ale compusilor din prezenta sunt de asemenea incluse, dacd nu
se indica altfel. Dacd nu se indici altfel, compusii oligomerici si oligonucleotidele modificate descrise in
prezenta sunt destinate sd includa formele de sare corespunzitoare.

Compusii descrisi in prezenta includ variatii in care unul sau mai multi atomi sunt inlocuiti cu un
izotop neradioactiv sau izotop radioactiv al elementului indicat. De exemplu, compusii din prezenta care
cuprind atomi de hidrogen admit toate substitutiile posibile de deuteriu pentru fiecare dintre atomii de
hidrogen 'H. Substitutiile izotopice admise de compusii din prezenta includ, dar nu se limiteaz3 la: H sau
*H in loc de 'H. 3C sau “C in loc de C, N in loc de N, 10 sau 0 in loc de 60, si *S, S, S sau
%S in loc de *2S. in anumite variante de realizare, substitutiile izotopice neradioactive pot conferi noi
proprietdti compusului oligomeric care sunt benefice pentru utilizare ca agent terapeutic sau instrument de
cercetare. In anumite variante de realizare, substitutiile izotopice radioactive pot face compusul adecvat
pentru scopuri de cercetare sau diagnostic, cum ar fi imagistica.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple ilustreazd anumite variante de realizare ale prezentei dezvaluiri si nu sunt
limitative. Mai mult, acolo unde sunt furnizate variante de realizare specifice, inventatorii au avut in
vedere aplicareca genericd a acelor variante de realizare specifice. De exemplu, dezviluirea unei
oligonucleotide avidnd un anumit motiv furnizeazid un suport rezonabil pentru oligonucleotide
suplimentare care au acelasi motiv sau similar. Si, de exemplu, acolo unde o modificare particulard de
afinitate mare apare intr-o anumitd pozifie, alte modificari de afinitate mare in aceeasi pozitie sunt
considerate adecvate, daci nu se indici altfel.

Exemplul 1: Efectele oligonucleotidelor modificate asupra ARNm de Tau umana la soareci
transgenici

Oligonucleotidele modificate prezentate in tabelul de mai jos sunt 100% complementare cu pre-
ARNmMm de Tau umand (Nr. de acces GENBANK NT 010783.14, trunchiat de la nucleotidele 2624000 la
2761000, denumit in prezenta SECV ID NR: 1). Eficacitatea oligonucleotidelor modificate a fost testatd
pe soareci transgenici cu Tau umand (Duff si colab., Neurobiology of Disease 7:87-98, 2000). Fiecare
soarece a primit o dozd dintr-o oligonucleotidd modificati enumerata in tabelul de mai jos, sau numai
vehicul PBS, prin injectie in bolus ICV. Fiecare grup de tratament a constat din 2 pand la 4 soareci. La
cateva zile dupa administrarea oligonucleotidelor, soarecii au fost sacrificati si au fost prelevate tesuturi.
A fost extras ARN din cortex si analizat prin RT-qPCR pentru a determina nivelurile de ARNm de Tau
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umand. A fost utilizat setul de probe de primer RTS3104, cu urmaitoarele secvente: primer inainte 5’-
AAGATTGGGTCCCTGGACAAT-3", desemnat in prezenta ca SECV ID NR: 5; primer invers 5’-
AGCTTGTGGGTTTCAATCTTTTTATT-3’, desemnat in prezenta ca SECV ID NR: 6; probd 5’-
CACCCACGTCCCTGGCGGA-3°, desemnatd in prezenta ca SECV ID NR: 7. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul de mai jos ca procentul mediu de inhibare a expresici ARNm de Tau umani pentru
fiecare grup de tratament comparativ cu grupul tratat cu vehicul. Jumitate din doza efectivd maxima
(EDs) pentru fiecare oligonucleotidid modificata a fost calculati utilizand analiza de regresie neliniard.

Tabelul 1
Procent de reducere a nivelurilor de ARNm de Tau umanai la soareci hTau
Compusul nr.|Secventd Doza ARNm de Tau umani (%EDso SECV 1D
(ng) inhibitic) (ng)  NR.
10 10
mCesmCeoGaoTeoTesTdsTdsmCdsTd 30 17
623782 s TasAds™Cas™CasAeo™Ceo™Ces™C (100 54 94 8
es Te 300 79
700 90
mCasmCaoGesTesTesTdsTdsmCdsTds 30 48
814907 T s Ads™Cas™CasAes™Ceo™Ces™Ces|100 79 25 8
Te 500 38

Indici: ”e” reprezintd o nucleozida 2'-MOE; ”d” reprezinti o 2’-deoxinucleozidd; “o” reprezinta o legitura
RN

internucleozidica de fosfodiester; iar ”s” reprezintd o legéturd internucleozidica de fosforotioat. Indicele
”m” care precedd un ”C” indica faptul ci citozina este o 5-metilcitozina.

Exemplul 2: Tolerabilitatea oligonucleotidelor modificate care tintesc Tau umana

Tolerabilitatea oligonucleotidelor modificate descrise in Exemplul 1 a fost testata pe soareci de
tip salbatic. Fiecare soarece a primit o injectie de 700 pg de Compus nr. 623782 sau Compus nr. 814907
la 0 dozi de 700 pg sau purtitor PBS singur. La opt sdptdmani dupi administrarca oligonucleotidei
modificate, soarecii au fost sacrificati si au fost prelevate tesuturi. Histopatologia a fost efectuati pe
sectiuni de cerebel utilizind coloratii H&E, IBA1, GFAP si calbindini si nu a fost observatd nicio
anomalie in raport cu soarecii tratati cu vehicul la soarecii tratati cu Compusul nr. 814907. Intr-un
experiment comparabil, pierderea de celule Purkinje a fost observata in sectiunile de cerebel colorate cu
calbindind la 3 din 11 animale tratate cu Compusul nr. 623782.

Exemplul 3: Efectul Compusului nr. 814907 la maimuta cinomolgus dupi injectarea
intratecali cu doze repetate timp de 13 siptimini

Maimutele Cynomolgus au fost tratate cu Compusul nr. 814907 pentru a determina
tolerabilitatea locald si sistemicd si farmacocinetica la trei niveluri de doza, dupd injectii lombare
intratecale in bolus repetate timp de 13 siptimani. Compusul nr. 814907 are o omologic completd de
secventd cu ARNm de Tau de maimuta si a demonstrat activitate farmacologica la aceastd specie.

Tratament

Maimutele Cynomolgus cu varsta cuprinsi intre 2-4 ani au fost tratate cu vehicul martor (n=12)
sau Compusul nr. 814907 intratecal (intre L3-L4). Animalele au primit doze in Zilele 1, 14, 28, 56 si 84.
Grupurile de tratament au primit 4 mg (n=6), 12 mg (n=6) sau 35 mg (n=14) de Compus nr. 814907.
Animalele au fost sacrificate in ziua 98 sau 155 (4 animale din grupul martor cu vehicul si 4 animale din
grupul de tratament cu 35 mg).

Tolerabilitate

Evaluarea tolerabilititii s-a bazat pe observatii clinice, greutatea corporald, consumul de hrani,
examindri fizice si neurologice, observatii neurocomportamentale (testul Irwin modificat (Irwin, 1968)),
electrocardiograma (ECQ) si evaluarea tensiunii arteriale, oftalmologie, coagulare, hematologie, chimie
clinici (sange si lichid cefalorahidian [CSF]), numarul de celule (numai CSF), evaluarea gazelor din
sange, analiza urinei si evaludri ale patologiei anatomice. Au fost efectuate necropsii complete cu
inregistrarea oricdrei anomalii macroscopice. Au fost inregistrate greutdtile organelor si au fost efectuate
examiniri microscopice. S-a recoltat singe pentru analiza complementard. In plus, au fost prelevate
sange, CSF si tesuturi (la necropsie) pentru evaludri toxicocinetice.

Administrarea intratecald a 4 mg, 12 mg sau 35 mg de Compus nr. 814907 timp de 13 saptdmani
(o dati la doud siptimani pentru prima lund, apoi o datid pe lund ulterior) a aritat o buni tolerabilitate
locala si sistemicd la masculii si femelele de maimute cynomolgus la toate regimurile de dozare testate.

Activitate
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Tesutul cerebral si al maduvei spindrii a fost analizat in ceea ce priveste inhibarea ARNm de Tau
de maimutd cinomolgus. Au fost prelevate felii de creier si probe din miduva spindrii si au fost congelate
rapid in azot lichid si depozitate congelate (-60°C pand la -90°C). La momentul prelevdrii, au fost folosite
punctii de biopsie de 2 mm pentru a preleva probe pentru analiza ARN din bucitile de creier congelat.
Punctiile au fost realizate in mai multe regiuni ale maduvei spindrii si ale creierului.

ARN-ul total din probele de creier si maduva spindrii de la maimutele cynomolgus tratate cu
martor sau Compusul nr. 814907 a fost purificat utilizind un kit de purificare mini-ARN de la Life
Technologies si supus analizei PCR in timp real. S-a utilizat un set de probe de primeri de maimuti
rhMATPT LTS01278 (secventd inainte AGGACAGAGTGCAGTCGAAGATC, denumitd in prezenta
inventie ca SECV ID NR: 9; secventd inapoi AGGTCAGCTTGTGGGTTTCAA, denumitd in prezenta
inventie ca SECV ID NR: 10; secventd de probd CACCCATGTCCCTGGCGGAGG, denumitd in
prezenta invenfie ca SECV ID NR: 11) pentru a misura nivelurile de ARN. ARN-ul de Tau a fost apoi
normalizat la gena de intretinere Ciclofilind A. Toate reactiile qPCR au fost efectuate in trei exemplare.
Datele sunt raportate in raport cu nivelurile de ARNm la animalele tratate cu CSF artificial.

Dupa cum se arata in Tabelul de mai jos, a existat o scadere semnificativi si sensibild la dozi a
nivelurilor de ARN de Tau in miduva spindrii si in mai multe regiuni ale SNC dupa tratamentul cu
Compusul nr. 814907, in comparatie cu maimutele tratate cu martor.

Tabelul 2
Inhibarea procentuali a nivelurilor ARNm de Tau de cynomolgus la maimutele cynomolgus

Tratament [Regiunile creierului
[Toracic Lombar |Cortical Frontal Temporal  [Hipocamp [Pons
Spinal Spinal Spinal Cortex Cortex
Maduva Miduvd  [Maduva
aCSF 0 0 0 0 0 0 0
4 mg 51 63 31 41 29 18 29
8314907
12 mg 60 60 47 60 56 52 43
8314907
35 mg 58 71 60 77 70 74 66
814907

Exemplul 4: Studiu clinic uman de faza I-IIa cu Compusul nr. 814907

Doze crescitoare multiple de Compus nr. 814907 sunt evaluate intr-un studiu randomizat, dublu-
orb, controlat cu placebo pentru a evalua siguranta, tolerabilitatea, farmacocinetica si farmacodinamica la
pacientii cu boala Alzheimer (AD) usoard cu varsta cuprinsd intre 50-74 de ani. Pacientii eligibili vor
prezenta dovezi ale biomarkerului de AD in CSF de patologie amiloid3 si tau, in plus fata de indeplinirea
criteriilor clinice pentru AD. Patru cohorte cu nivel crescitor al dozei de pacienti cu AD usoard vor fi
inrolate secvential si randomizate 3:1 pentru a primi Compusul nr. 814907 sau placebo. Fiecare pacient va
primi 4 doze de Compus nr. 814907 sau placebo cu un interval de 28 de zile intre doze. Pacientii vor
primi 4 doze intratecale (IT) in bolus de Compus nr. 814907 la intervale de 4 saptimani in timpul
perioadei de tratament de 3 luni (in Zilele 1, 29, 57, 85). Fiecare dozi de Compus nr. 814907 sau placebo
va fi administratd ca o singurd injectic IT de 20 mL in bolus. Administrarea se va face prin punctie
lombara folosind un ac de calibru mic introdus in spatiul L3/L4.

Evaludri de sigurantd si tolerabilitate

Siguranta pacientului va fi monitorizati atent in timpul studiului. Evaludrile de sigurantd si
tolerabilitate includ: examen fizic si evaluare neurologica standard (inclusiv fundi), semne vitale (HR,
TA, modificdri ortostatice, greutate), ECG, AE si medicatii concomitente, Columbia Suicide Severity
Rating Scale (C-SSRS), analize de laborator privind siguranta pentru CSF (numir de celule, proteine,
glucozd), teste de laborator ale plasmei (chimie clinicd, hematologie), analize de urini si evaluiri
neuroimagistice vor fi efectuate utilizind un scaner MRI 3T. Misurile clinice si volumetrice de
neuroimagisticd vor fi utilizate pentru a monitoriza deteriorarea nepreconizata.

Evaludri farmacocinetice

O proba de CSF va fi prelevatd inainte de doza in fiecare zi de administrare (Zilele 1, 29, 57, 85)
s in perioada post-tratament pentru analizele PK.
Evaludri exploratorii

Vor fi evaluati parametrii biochimici, neuroimagistici, de functionare/capacitate de a efectua
activititi din viata de zi cu zi, cognitivi si neuropsihiatrici.
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Parametrii biochimici includ biomarkeri potentiali pentru CSF si sange/plasmd, incluzind
obiectivele tintd, markeri de leziuni neuronale si sinaptice, markeri de activare a sistemului imunitar
inndscut, componente ale complementului si biomarkeri legati de lipide.

Parametrii de neuroimagisticd includ MRI structural (volume de hipocamp, creier integral si
ventriculare), marcarea spinului arterial (ASL), imagistica tensorului de difuzie (DTT) si FDG-PET (doar
Cobhortele C 51 D).

Parametrii de functionarea/capacitate de a desfisura activitati ale vietii zilnice includ evaluarea
prin Chestionarul functional de activitati (FAQ).

Parametrii cognitivi includ evaluarea prin bateric repetabild pentru evaluarea stirii
neuropsihologice (RBANS) si examenul stirii mini-mentale (MMSE)

Parametrii neuropsihiatrici includ evaluarea prin Chestionarul de inventar neuropsihiatric (NPI-
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SECV 1D NS §)

sau o sare a acesteia.

2. Sare a oligonucleotidei modificate conform revendicirii 1, in care sarea include o sare de
sodiu si/sau o sare de potasiu.
3. Compus care cuprinde o oligonucleotidd modificatd, in care oligonucleotida modificata

este un gapmer constand din un segment de aripa 5°, un segment de gap central, si un segment de aripd 3°,
in care:

segmentul de aripd 5' constil din cinci nucleozide 2'-MOE,

segmentul de gap central consta din opt 2°-deoxinucleozide, si

segmentul de aripd 3” constd din cinci nucleozide 2°-MOE;

in care oligonucleotida modificata are secvenfa de nucleobaze 5’- CCGTTTTCTTACCACCCT-
3’ (SECV ID NR: 8), in care fiecare citozind este o 5- metilcitozind; si in care legiturile internucleozidice
ale polinucleotidei modificate sunt, de la 5° la 3°, sossssssssssssoss, in care fiecare s este o legiturd de
fosforotioat si fiecare o este o legaturd de fosfodiester.

4. Oligonucleotidd modificata, in care oligonucleotida modificatd este un gapmer constind
din un segment de aripa 5°, un segment de gap central, si un segment de aripa 3°, in care:

segmentul de aripd 5° constd din cinci nucleozide 2°-MOE,

segmentul de gap central consta din opt 2°-deoxinucleozide, si

segmentul de aripd 3” constd din cinci nucleozide 2°-MOE;

in care oligonucleotida modificatd are secventa de nucleobaze 5°- CCGTTTTCTTACCACCCT-
3’ (SECV ID NR: 8), in care fiecare citozind este o 5- metilcitozind; si in care legiturile internucleozidice
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ale polinucleotidei modificate sunt, de la 5° la 3°, sossssssssssssoss, in care fiecare s este o legiaturd de
fosforotioat and fiecare o este o legatura de fosfodiester.

5. Populatie de oligonucleotide modificate sau siruri ale acestora conform oricdreia dintre
revendicdrile 1, 2 sau 4, in care toate legiturile internucleozidice de fosforotioat ale oligonucleotidei
modificate sunt stereoaleatorii.

6. Compus conform revendicirii 3 sau oligonucleotidd modificatd conform revendicdrii 4,
in care oligonucleotida modificatd este legatd la o grupare conjugata.
7. Duplex oligomeric care cuprinde oligonucleotida modificatd sau sarea acesteia conform

revendicarii 1 sau 2, compusul conform revendicdrii 3 sau oligonucleotida modificatd conform
revendicdrii 4.

8. Compozitie farmaceuticd care cuprinde oligonucleotida modificatd sau sarea acesteia
conform revendicirii 1 sau 2, compusul conform revendicarii 3 sau oligonucleotida modificatd conform
revendicdrii 4 si un diluant sau purtitor acceptabil farmaceutic.

9. Compozitie farmaceuticd conform revendicdrii 8, cuprinzind un diluant acceptabil
farmaceutic, in care diluantul acceptabil farmaceutic este solufie salind tamponata cu fosfat (PBS) sau
CSF artificial (aCSF).

10. Compozitie farmaceuticd conform revendicdrii 9, in care diluantul acceptabil farmaceutic
este CSF artificial (aCSF).
11. Oligonucleotidd modificatd sau sare a acesteia conform revendicarii 1 sau 2, compus

conform revendicarii 3, oligonucleotidd modificatd conform revendicirii 4, sau compozitie farmaceuticd
conform oricareia dintre revendicarile 8-10, pentru utilizare in terapie.

12. Oligonucleotidd modificatd sau sare a acesteia conform revendicarii 1 sau 2, compus
conform revendicarii 3, oligonucleotidd modificatd conform revendicirii 4, sau compozitie farmaceuticd
conform oricdreia dintre revendicarile 8-10, pentru utilizare in tratarea unei boli asociate cu tau.

13. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceuticd pentru utilizare
conform revendicarii 12, in care boala asociati cu tau este o boald neurodegenerativa.

14. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare
conform revendicdrii 13, in care boala asociat cu tau este o tauopatie.

15. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare
conform revendicdrii 13, in care boala neurodegenerativa este boala Alzheimer, dementd frontotemporala
(FTD), FTDP-17, paralizic supranucleard progresiva (PSP), encefalopatic traumaticid cronicid (CTE),
degenerescentd ganglionara corticobazald (CBD), epilepsie sau sindromul Dravet.

16. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare
conform revendicarii 15, in care boala neurodegenerativa este boala Alzheimer.

17. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare
conform revendicdrii 16, in care boala Alzheimer este boald Alzheimer usoara.

18. Oligonucleotidd modificatd, sare, compus sau compozitie farmaceuticd pentru utilizare
conform revendicdrii 15, in care boala neurodegenerativa este dementd frontotemporald (FTD).

19. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare
conform revendicarii 15, in care boala neurodegenerativa este paralizia supranucleard progresiva (PSP).

20. Oligonucleotidd modificata, sare, compus, sau compozitiec farmaceutici pentru utilizare

conform oricireia dintre revendicirile 11 pani la 19, in care oligonucleotida modificatd, sarca, compusul
sau compozitia farmaceuticd este administrata prin administrare intratecala.
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