%

)
|

-Ji_é—’ %

(2v Br 112021012516-7 a2 (|| HINHINLNANNI

(22) Data do Depésito: 20/12/2019

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 14/09/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: COMPOSICOES E METODOS PARA INIBIR A EXPRESSAO DE HMGB1

(51) Int. Cl.: A61K 31/7088; CO7H 21/04; C12N 15/11; C12N 15/113.

(30) Prioridade Unionista: 03/01/2019 US 62/788,111; 28/12/2018 US 62/786,287; 31/12/2018 US 62/787,038.
(71) Depositante(es): DICERNA PHARMACEUTICALS, INC..

(72) Inventor(es): MARC ABRAMS; GIRISH CHOPDA; JIHYE PARK.

(86) Pedido PCT: PCT US2019067883 de 20/12/2019

(87) Publicagéio PCT: WO 2020/139764 de 02/07/2020

(85) Data da Fase Nacional: 24/06/2021

(57) Resumo: COMPOSICOES E METODOS PARA INIBIR A EXPRESSAO DE HMGB1. A presente invencéo refere-se a
oligonucleotideos, composi¢cdes e métodos Uteis para reduzir a expressdo de HMGB1, particularmente em hepatdcitos. Os
oligonucleotideos revelados para a reducéo da expressdo de HMGB1 podem ser de filamento duplo ou de filamento Unico e
podem ser modificados para caracteristicas melhoradas tais como resisténcia mais forte a nucleases e imunogenicidade mais
baixa. Os oligonucleotideos revelados para a reducéo da expressdo de HMGB1 também podem ser designados como incluindo
ligantes de alvejamento para alvejar uma célula ou érgéo particulares, tais como os hepatécitos do figado, e podem ser usados
para tratar fibrose hepatica e condig6es relacionadas.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para:
“COMPOSICOES E METODOS PARA INIBIR A EXPRESSAO DE

HMGB1”.
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C. § 119(e) do

Pedido Provisério dos EUA n® 62/786.287, depositado em 28 de
dezembro de 2018, Pedido Provisorio dos EUA n2 62/787.038,
depositado em 31 de dezembro de 2018, e Pedido Provisorio dos EUA
n2 62/788.111, depositado em 3 de janeiro de 2019, os conteudos
inteiros de cada um dos quais sdo aqui incorporados por referéncia.
REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIAS, TABELA OU
PROGRAMA DE COMPUTADOR

[002] A copia oficial da Listagem de Sequéncias é apresentada
simultaneamente com o relatério descritivo como um arquivo de texto
em formato ASCIl por intermédio de EFS-Web, com um nome de
arquivo de “400930-014WO_ST25.txt,” uma data de criagcdo de 12 de
dezembro de 2019, e um tamanho de 306 kilobytes. A Listagem de
Sequéncias depositada por intermédio de EFS-Web € parte do relatério
descritivo e € por meio deste incorporada em sua totalidade aqui por
referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[003] A presente invencdo refere-se a oligonucleotideos e usos
dos mesmo, particularmente usos se referindo ao tratamento de
condicdes envolvendo fibrose.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[004] Fibrose tecidual é uma condicdo caracterizada por um
acumulo anormal da matriz extracelular e fatores inflamatorios que
resultam em cicatrizes e promovem leséo cronica de 6rgéo. No figado,
a fibrose € uma resposta multicelular a lesdo hepéatica que pode levar a

cirrose e cancer hepatocelular. A resposta € frequentemente
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desencadeada por leséo hepatica associada com condi¢cfes tais como
alcoolismo, hepatite viral, doencas metabdlicas, e doencas hepaticas,
como doenca hepatica colestatica, doenca hepatica gordurosa nao
alcoodlica (NAFLD) e esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH). Estudos
implicaram na proteina da caixa de grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1)
como tendo um papel pro-fibrético na fibrose hepatica (ver, por exemplo,
Li L-C, et al., J. Cell. Mol. Med., 2014, 18(12):2331 - 39). HMGB1 é uma
proteina nuclear liberada de células lesadas que funciona como um
mediador pré-inflamatério e mostrou recrutar células estreladas
hepaticas e células endoteliais hepaticas a sitios de lesdo hepatica (Seo
et al., Am J Physiol Gastrointest Figado Physiol.,, 2013, 305:G838-
(G848). Acredita-se que células estreladas hepaticas desempenhem um
papel central na progressdo de fibrose hepatica através de sua
transformacdo em células miofibroblasticas proliferativas que
promovem a atividade fibrogénica no figado (ver, Kao YH, et al.,
Transplant Proc., 2008, 40:2704-5).

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[005] Os aspectos da revelacdo se referem a composicdes e
métodos para tratar fibrose (por exemplo, fibrose hepatica) em um
individuo usando oligonucleotideos que seletivamente inibem a
expressdo de HMGB1. Em algumas modalidades, oligonucleotideos de
RNAIi potentes foram desenvolvidos para inibir seletivamente a
expressdo de HMGB1. Consequentemente, em algumas modalidades,
os oligonucleotideos de RNAI fornecidos nesta invencéo séo Uteis para
reduzir a expressdo de HMGBL1, particularmente em hepatocitos, e
desse modo, diminuir ou prevenir a fiborose. Em algumas modalidades,
os oligonucleotideos de RNAI que incorporam estruturas de tetraloop
com corte s&o conjugados a por¢des GalNAc para facilitar a liberacdo a
hepatdcitos hepaticos para inibir a expressdo de HMGB1 para o

tratamento de fibrose hepética (ver, por exemplo, os Exemplos 3 e 4,

Peticio 870210057055, de 24/06/2021, pag. 25/596



3/133

avaliando os oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc em
hepatdcitos primarios de macaco ou humanos). Em algumas
modalidades, métodos sdo fornecidos nesta invencgao envolvendo o uso
de oligonucleotideos de RNAI para tratar individuos tendo ou suspeitos
de terem condicOes hepaticas tais como, for exemplo, doenca hepatica
colestatica, doenca hepatica gordurosa nado alcodlica (NAFLD) e
esteato-hepatite ndo alcoodlica (NASH). Em modalidades adicionais, a
revelacdo é baseada em uma identificacdo de sequéncias chave de
alvejamento de mRNA de HMGB1 que sao particularmente suscetiveis
a provocar o knockdown de mRNA usando abordagens com base em
oligonucleotideo de RNAI. Além disso, oligonucleotideos de RNAI tendo
padroes de modificacéo particulares sao desenvolvidos nesta invencao
(como esbocado na Tabela 2) e que séo particularmente Uteis para
reduzir o nivel de expressdo de mRNA de HMGBL1 in vivo séo fornecidos
nesta invencao.

[006] Alguns aspectos da presente revelagdo fornecem
oligonucleotideos para reduzir a expresséo de HMGB1, o
oligonucleotideo compreendendo um filamento de sentido de 15 a 50
nucleotideos em comprimento e um filamento anti-sentido de 15 a 30
nucleotideos em comprimento, em que o filamento de sentido forma
uma regiao duplex com o filamento anti-sentido, em que o filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado em qualquer
uma das SEQ ID NOs.: 1 a 13 e em que o filamento anti-sentido
compreende uma sequéncia complementar selecionada a partir das
SEQ ID NOs: 14 a 26.

[007] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende ou consiste em uma sequéncia como apresentado
em qualquer uma das SEQ ID NOs: 27 a 39. Em algumas modalidades,
a sequéncia de filamento anti-sentido consiste em uma sequéncia como

apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 14 a 26.
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[008] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
27 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 14.

[009] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
28 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 15.

[010] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
29 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 16.

[011] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
30 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 17.

[012] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
31 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 18.

[013] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
32 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 19.

[014] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
33 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 20.

[015] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de

sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
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34 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 21.

[016] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
35 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 22.

[017] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
36 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 23.

[018] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
37 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 24.

[019] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
38 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 25.

[020] Em algumas modalidades, a sequéncia de filamento de
sentido compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO:
39 e a sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 26.

[021] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende
pelo menos um nucleotideo modificado.

[022] Em algumas modalidades, todos os nucleotideos do
oligonucleotideo aqui descrito sdo modificados. Em algumas
modalidades, o0 nucleotideo modificado compreende uma 2'-
modificagdo. Em algumas modalidades, a 2-modificacdo € um 2'-fluoro
ou 2'-O-metila.

[023] Em algumas modalidades, uma ou mais das posicoes 1, 2,
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4,6,7,12, 14, 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma
ou mais das posic¢oes 1, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento
anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas
modalidades, todas as posi¢cbes 1, 2,4, 6, 7,12,14,16,18a27,e 31l a
36 do filamento de sentido, e todas as posicbes 1, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15,
18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-
metila. Em algumas modalidades, uma ou mais das posic¢des 3, 5, 8 a
11, 13, 15, e 17 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posi¢coes
2, 3,5 7,10, 12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sdo
modificadas com um 2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as
posicdes 3, 5, 8 a 11, 13, 15, e 17 do filamento de sentido, e todas as
posi¢des 2, 3,5, 7,10, 12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido s&o
modificadas com um 2'-fluoro.

[024] Em algumas modalidades, uma ou mais das posi¢cdes 1 a 7,
12 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das
posicbes 1, 4, 6, 8, 9, 11 a 13, e 15 a 22 do filamento anti-sentido sao
modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas modalidades, todas as
posicbes 1 a 7, 12 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e todas as
posi¢cdes 1, 4, 6, 8, 9, 11 a 13, e 15 a 22 do filamento anti-sentido séao
modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas modalidades, uma ou
mais das posicdes 8 a 11 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais
das posicbes 2, 3, 5, 7, 10, e 14 do filamento anti-sentido sao
modificadas com um 2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as
posicdes 8 a 11 do filamento de sentido, e todas as posic¢des 2, 3, 5, 7,
10, e 14 do filamento anti-sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro.
[025] Em algumas modalidades, uma ou mais das posicdes 1, 2, 4
a’7,9 11,14 a16,18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma
ou mais das posicbes 1, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento
anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas
modalidades, todas as posi¢des 1,2,4a7,9,11,14a16,18a27,e 31
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a 36 do filamento de sentido, e todas as posic¢des 1, 6, 8, 9, 11, 13, 15,
18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-
metila. Em algumas modalidades, uma ou mais das posi¢fes 3, 8, 10,
12, 13, e 17 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posi¢coes 2
ab, 7,10, 12,14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido s&o modificadas
com um 2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as posi¢des 3, 8, 10,
12, 13, e 17 do filamento de sentido, e todas as posi¢bes 2 a 5, 7, 10,
12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sao modificadas com um
2'-fluoro.

[026] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende
pelo menos uma ligacdo internucleotidica modificada. Em algumas
modalidades, a pelo menos uma ligacao internucleotidica modificada é
uma ligacao fosforotioato.

[027] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo tem uma
ligacao fosforotioato entre uma ou mais das: posi¢des 1 e 2 do filamento
de sentido, posi¢cdes 1 e 2 do filamento anti-sentido, posi¢cdes 2 e 3 do
filamento anti-sentido, posi¢cdes 3 e 4 do filamento anti-sentido, posicoes
20 e 21 do filamento anti-sentido, e posi¢cdes 21 e 22 do filamento anti-
sentido. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo tem uma ligacéo
fosforotioato entre cada uma das: posicbes 1 e 2 do filamento de
sentido, posi¢cdes 1 e 2 do filamento anti-sentido, posi¢gbes 2 e 3 do
filamento anti-sentido, posicbes 20 e 21 do filamento anti-sentido, e
posicoes 21 e 22 do filamento anti-sentido.

[028] Em algumas modalidades, a uridina na primeira posi¢céo do
filamento anti-sentido compreende um analogo de fosfato. Em algumas
modalidades, o oligonucleotideo compreende a estrutura seguinte na

posicao 1 do filamento anti-sentido:
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[029] Em algumas modalidades, um ou mais dos nucleotideos da
sequéncia -AAA- nas posicdes 28 a 30 no filamento de sentido sé&o
conjugados a uma porcao GalNAc monovalente. Em algumas
modalidades, cada um dos nucleotideos da sequéncia -AAA- nas
posicoes 28 a 30 no filamento de sentido é conjugado a uma porcao
GalNAc monovalente. Em algumas modalidades, o motivo -AAA- nas

posi¢cdes 28 a 30 no filamento de sentido compreende a estrutura:

OHO  OH
OH

o HN e

TS SO

[030] em que:
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[031] L representa uma ligacéo, identificador de quimica de clique,

ou um ligante de 1 a 20 &tomos inclusivos,

consecutivos,

covalentemente ligados em comprimento, selecionados a partir do

grupo consistindo em alquileno substituido e ndo substituido,

alquenileno substituido e ndo substituido, alquinileno substituido e ndo

substituido, heteroalquileno  substituido e néo

substituido,

heteroalquenileno substituido e n&o substituido, heteroalquinileno

substituido e ndo substituido, e combinac¢des dos mesmos; e X € O, S,

ou N.

[032] Em algumas modalidades, L € um ligante de acetal. Em

algumas modalidades, X é O.

[033] Em algumas modalidades, a sequéncia -AAA- nas posicoes

28 a 30 no filamento de sentido compreende a estrutura:
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[034] Outros aspectos da presente revelacdo fornecem
oligonucleotideos para reduzir a expressdo de HMGB1, o
oligonucleotideo compreendendo um filamento anti-sentido de 15 a 30
nucleotideos em comprimento, em que o filamento anti-sentido tem uma
regido de complementaridade a HMGB1 que € complementar a pelo
menos 15 nucleotideos contiguos de uma sequéncia como apresentado
em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13.

[035] Em algumas modalidades, o flamento anti-sentido é 19 a 27
nucleotideos em comprimento. Em algumas modalidades, o filamento
anti-sentido € de 22 nucleotideos em comprimento. Em algumas
modalidades, o oligonucleotideo compreende ainda um filamento de
sentido de 15 a 50 nucleotideos em comprimento, em que o filamento
de sentido forma uma regiao duplex com o filamento anti-sentido. Em
algumas modalidades, o filamento de sentido € de 19 a 50 nucleotideos
em comprimento. Em algumas modalidades, a regido duplex € de 20
nucleotideos em comprimento.

[036] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo para reduzir a
expressdo de HMGB1 compreendendo um filamento de sentido e um
filamento anti-sentido, em que:

[037] (a) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 788 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 814;

[038] (b) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 789 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 815;

[039] (c) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 790 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 816;

[040] (d) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como

apresentado na SEQ ID NO: 791 e o filamento anti-sentido compreende
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uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 817;
[041] (e) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 792 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 818;
[042] (f) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 793 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 819;
[043] (g) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 794 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 820;
[044] (h) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 795 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 821;
[045] () o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 796 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 822;
[046] (j) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 797 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 823;
[047] (k) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 798 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 824;
[048] () o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 799 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 825;
[049] (m) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 800 e o flamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 826;
[050] (n) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como

apresentado na SEQ ID NO: 801 e o filamento anti-sentido compreende
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uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 827;
[051] (o) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 802 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 828;
[052] (p) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 803 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 829;
[053] (q) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 804 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 830;
[054] (r) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 805 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 831;
[055] (s) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 806 e o flamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 832;
[056] (t) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 807 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 833;
[057] (u) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 808 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 834;
[058] (v) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 809 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 835;
[059] (w) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 810 e o flamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 836;
[060] (x) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como

apresentado na SEQ ID NO: 811 e o filamento anti-sentido compreende
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uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 837;

[061] (y) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO:812 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 838; ou

[062] (2) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 813 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 839.

[063] Ainda fornecidas nesta invencdo sdo composicoes
compreendendo qualguer um dos oligonucleotideos aqui descritos e um
excipiente.

[064] Ainda fornecido nesta invencdo sdo métodos de liberar um
oligonucleotideo a um individuo, o0 método compreendendo administrar
a composicao compreendendo qualquer um dos oligonucleotideos aqui
descritos ao individuo.

[065] Em algumas modalidades, o individuo tem ou esta em risco
de ter fibrose hepética. Em algumas modalidades, o individuo tem
doenca hepatica colestatica ou autoimune. Em algumas modalidades, a
expressdo da proteina HMGB1 € reduzida administrando-se ao
individuo o oligonucleotideo.

[066] Ainda fornecidos nesta invencao sdo métodos para tratar um
individuo tendo ou em risco de ter fibrose hepatica, o método
compreendendo administrar ao individuo qualquer um dos
oligonucleotideos aqui descritos. Em algumas modalidades, o individuo
tem doenca hepdtica colestatica ou autoimune. Em algumas
modalidades, o individuo tem esteato-hepatite n&o alcoodlica (NASH).
Em algumas modalidades, o oligonucleotideo é administrado antes da
exposicdo do individuo a um agente hepatotdéxico. Em algumas
modalidades, o oligonucleotideo é administrado subsequente a
exposicdo do individuo a um agente hepatotdéxico. Em algumas

modalidades, o oligonucleotideo é administrado simultaneamente com
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a exposicdo do individuo a um agente hepatotdoxico. Em algumas
modalidades, a administracdo resulta em uma reducdo nos niveis
hepaticos de HMGB1. Em algumas modalidades, a administracao
resulta em uma reduc&o nos niveis séricos de HMGB1.

[067] Ainda fornecido nesta invencédo é o uso de qualquer um dos
oligonucleotideos aqui descritos para tratar um individuo tendo ou em
risco de ter fibrose hepética. Em algumas modalidades, o individuo tem
doenca hepatica colestatica ou autoimune. Em algumas modalidades, o
individuo tem esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[068] Os desenhos anexos, que sao incorporados e constituem
uma parte deste relatério descritivo, ilustram certas modalidades, e junto
com a descricdo por escrito, servem para fornecer exemplos nao
limitantes de certos aspectos das composicoes e métodos aqui
revelados.

[069] FIGURA 1A e FIGURA 1B: Avaliagao da atividade in vivo de
3 oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc (FIGURA 1A) com
3 padrdes de modificacdo diferentes (FIGURA 1B). Numeros de
localizagcdo NM_002128.5 foram usados no eixo X.

[070] FIGURA 2. Avaliacdo da atividade in vivo de 3
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc em trés
concentracdes diferentes. Numeros de localizacdo NM_002128.5 foram
usados no eixo X.

[071] FIGURA 3: Avaliacdo da atividade in vivo de trés
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc em 4 pontos no
tempo diferentes. Numeros de localizacdo NM_002128.5 foram usados
Nno eixo X.

[072] Figuras 4A a 4F: Triagem de 288 oligonucleotideos de
HMGB1 de RNAI triplos comuns em células Huh-7 (figado humano). A

posicdo do nucleotideo em NM_002128.5 que corresponde a
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extremidade 3’ do filamento de sentido de cada siRNA é indicada no
eixo x. A porcentagem de mRNA remanescente é mostrada para cada
um do ensaio em 5' (vermelho) e do ensaio em 3’ (azul).

[073] FIGURA 5. Avaliagdo da atividade in vivo de 22
oligonucleotideos de HMGB1 de RNAI identificados na triagem das
Figuras 4A a 4F. Os 22 oligonucleotideos de HMGB1 s&o conjugados a
GalNAc com 2 padrdes de modificacdo diferentes (M2 e M3, ver a
FIGURA 1B para padrbes de modificacdo). Numeros de localizacéo
NM_002128.5 foram usados no eixo X.

[074] FIGURA 6: Avaliacdo da atividade in vivo dos principais
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc 21 dias depois da
administracdo. Numeros de localizacdo NM_002128.5 foram usados no
eixo X.

[075] FIGURA 7: Oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a
GalNAc que foram testados em hepatécitos primarios de
macaco/humanos. A seta indica que o oligonucleotideo também é
selecionado para ser testado na triagem de primata ndo humano.

[076] Figuras 8A a 8D: Atividade dos 6 oligonucleotideos de
HMGB1 conjugados a GalNAc em hepatdcitos primarios de macaco
(cinomolgo) e humanos mostrados pela curva de IC50. (FIGURA 8A)
Hepatocito de cyno #1. (FIGURA 8B) Hepatécito de cyno #2. (FIGURA
8C) Hepatdcito humano #1. (FIGURA 8D) Oligonucleotideo de LDHA
conjugado a GalNAc de controle positivo.

[077] Figuras 9A a 9B: Avaliacdo da atividade in vivo de
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc em primatas nao
humanos. (FIGURA 9A) 4 mg/kg, uma dose. (FIGURA 9B) Dosagem de
2 mg/kg, 4 doses repetidas.

[078] Figuras 10A a 10F: Triagem de 6 oligonucleotideos de
HMGB1 de RNAIi em 3 concentracoes diferentes (0,03 nM, 0,1 nM e 1

nM) em linhagens celulares de camundongo, macaco e humanas.
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(FIGURA 10A) Linhagem celular de camundongo, ensaio em 5.
(FIGURA 10B) Linhagem celular de camundongo, ensaio em 3’
(FIGURA 10C) Linhagem celular de macaco, ensaio em 5’. (FIGURA
10D) Linhagem celular de macaco, ensaio em 3. (FIGURA 10E)
Linhagem celular humana, ensaio em 5. (FIGURA 10F) Linhagem
celular humana, ensaio em 3'.

[079] Figuras 11A a 11C: Atividade de 4 oligonucleotideos de
HMGB1 conjugados a GalNAc em células Huh-7 por curva de IC50.
Curvas de IC50 de HMGB1 (FIGURA 11A), HMGB2 (FIGURA 11B) e
HMGB3 (FIGURA 11C), normalizadas para simular.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[080] De acordo com alguns aspectos, a revelacdo fornece
oligonucleotideos que alvejam mRNA de HMGB1 que séo eficazes para
reduzir a expressao de HMGB1 em células, particularmente células
hepaticas (por exemplo, hepatdcitos) para o tratamento de fibrose
hepética. Consequentemente, em aspectos relacionados, a revelacao
fornece métodos para tratar fibrose que envolvem seletivamente reduzir
a expressdo do gene HMGB1 no figado. Em certas modalidades, os
oligonucleotideos de alvejamento de HMGBL fornecidos nesta invencao
sao designados para liberacéo a células selecionadas de tecidos alvos
(por exemplo, hepatdcitos hepéticos) para tratar fibrose nestes tecidos.
Oligonucleotideos de RNAI tendo padrdes de modificacdo particulares
sao aqui revelados (como esbocado na Tabela 2) que s&o
particularmente Uteis para o knocking down de mRNA de HMGBL in
Vivo.

[081] Os aspectos adicionais da revelagcao, incluindo uma
descricdo dos termos definidos, sédo fornecidos abaixo.

Definigbes

[082] Aproximadamente: Tal como aqui utilizado, o termo

“aproximadamente” ou “cerca de,” como aplicado a um ou mais valores
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de interesse, se refere a um valor que é similar a um valor de referéncia
estabelecido. Em certas modalidades, o termo “aproximadamente” ou
“cerca de” se refere a uma faixa de valores que caem dentro de 25 %,
20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9
%, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, ou menos em qualquer
direcdo (maior ou menor) do valor de referéncia estabelecido a menos
gue de outro modo estabelecido ou de outro modo evidente a partir do
contexto (exceto onde tal niumero excederia 100 % de um valor
possivel).

[083] Administracdo: Tal como aqui utilizado, os termos
“administrando” ou “administracéo” significam fornecer uma substancia
(por exemplo, um oligonucleotideo) a um individuo em uma maneira que
seja farmacologicamente util (por exemplo, para tratar uma condic&o no
individuo).

[084] Receptor de Asialoglicoproteina (ASGPR): Tal como aqui
utilizado, o termo “receptor de Asialoglicoproteina” ou “ASGPR” se
refere a uma lectina do tipo C bipartida formada por uma subunidade
maior de 48 kDa (ASGPR-1) e menor de 40 kDa (ASGPR-2). ASGPR é
principalmente expressada na superficie sinusoidal de hepatdcitos, e
tem um principal papel na ligacdo, internalizagcdo, e depuracéo
subsequente de glicoproteinas circulantes que contém residuos
terminais de galactose ou N-acetilgalactosamina (asialoglicoproteinas).
[085] Atenua: Tal como aqui utilizado, o termo “atenua” significa
reduz ou eficazmente para. Como um exemplo ndo limitante, um ou
mais dos tratamentos fornecidos nesta invengcdo podem reduzir ou
eficazmente parar o inicio ou progressdo de fibrose hepética ou
inflamacdo hepatica em um individuo. Esta atenuacdo pode ser
exemplificada por, por exemplo, uma diminuigho em um ou mais
aspectos (por exemplo, sintomas, caracteristicas teciduais, e atividade

celular, inflamatéria ou imunologica, etc.) de fibrose hepatica ou
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inflamacéo hepatica, nenhuma progressao detectavel (piora) de um ou
mais aspectos de fibrose hepatica ou inflamagéo hepatica, ou nenhum
aspecto detectavel de fibrose hepatica ou inflamacdo hepatica em um
individuo quando eles poderiam ser de outro modo esperados.

[086] Complementar: Tal como aqui utilizado, o termo
‘complementar” se refere a uma relacdo estrutural entre dois
nucleotideos (por exemplo, em dois acidos nucleicos opostos ou em
regides opostas de um unico filamento de acido nucleico) que permite
gue os dois nucleotideos formem pares de base entre si. Por exemplo,
um nucleotideo de purina de um acido nucleico que € complementar a
um nucleotideo de pirimidina de um &cido nucleico oposto pode formar
par de base formando-se ligacGes hidrogénio entre si. Em algumas
modalidades, nucleotideos complementares podem formar par de base
na maneira de Watson-Crick ou em qualquer outra maneira que leva em
consideracdo a formacdo de duplexes estaveis. Em algumas
modalidades, dois &cidos nucleicos podem ter regides de nucleotideos
multiplos que sdo complementares entre si de modo a formar regibes
de complementaridade, como aqui descrito.

[087] Desoxirribonucleotideo: Tal como aqui utilizado, o termo
“desoxirribonucleotideo” se refere a um nucleotideo tendo um
hidrogénio no lugar de uma hidroxila na posicdo 2’ de seu acucar
pentose em comparacdo a um ribonucleotideo. Um
desoxirribonucleotideo modificado € um desoxirribonucleotideo tendo
uma ou mais modificacfes ou substituicbes de atomos exceto na
posicdo 2’, incluindo modificagcbes ou substituicbes no acucar, grupo
fosfato ou base ou modificacdes ou substituicbes dos mesmos.

[088] Oligonucleotideo de filamento duplo: Tal como aqui
utilizado, o termo “oligonucleotideo de filamento duplo” se refere a um
oligonucleotideo que esta substancialmente em uma forma de duplex.

Em algumas modalidades, o pareamento de base complementar de
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regido(6es) duplex de um oligonucleotideo de filamento duplo € formado
entre sequéncias antiparalelas de nucleotideos de filamentos de &cido
nucleico covalentemente separados. Em algumas modalidades, o
pareamento de base complementar de regido(des) duplex de um
oligonucleotideo de filamento duplo é formado entre sequéncias
antiparalelas de nucleotideos de filamentos de acido nucleico que sdo
covalentemente ligados. Em algumas modalidades, o pareamento de
base complementar de regido(6es) duplex de um oligonucleotideo de
filamento duplo € formado a partir de filamento Unico de acido nucleico
gue é enovelado (por exemplo, por intermédio de um grampo de cabelo)
para fornecer sequéncias antiparalelas de  nucleotideos
complementares que formam pares de base entre si. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo de filamento duplo compreende dois
filamentos de acido nucleico covalentemente separados que séo
completamente duplexados entre si. Entretanto, em algumas
modalidades, um oligonucleotideo de filamento duplo compreende dois
filamentos de acido nucleico covalentemente separados que s&o
parcialmente duplexados, por exemplo, tendo saliéncias em uma ou
ambas as extremidades. Em algumas modalidades, um
oligonucleotideo de filamento duplo compreende sequéncias
antiparalelas de nucleotideos que séo parcialmente complementares, e
assim, podem ter uma ou mais incompatibilidades, que podem incluir
incompatibilidades internas ou incompatibilidades de extremidade.
[089] Duplex: Tal como aqui utilizado, o termo “duplex”, em
referéncia a acidos nucleicos (por exemplo, oligonucleotideos), refere-
se a uma estrutura formada por meio de emparelhamento de bases
complementares de duas sequéncias antiparalelas de nucleotideos..
[090] Excipiente: Tal como aqui utilizado, o termo “excipiente” se
refere a um agente nao terapéutico que pode ser incluido em uma

composicdo, por exemplo, para fornecer ou contribuir para uma
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consisténcia desejada ou efeito estabilizador.

[091] Hepatocito: Tal como aqui utilizado, o termo “hepatdcito” ou
“‘hepatocitos” refere-se a células dos tecidos parenquimatosos do
figado. Essas células constituem aproximadamente 70-85 % da massa
do figado e fabricam albumina sérica, fibrinogénio e o grupo protrombina
de fatores de coagulacéo (exceto para os Fatores 3 e 4). Os marcadores
para células da linhagem de hepatdcitos podem incluir, mas ndo estao
limitados a: transtirretina (Ttr), glutamina sintetase (Glul), fator nuclear
de hepatécitos 1a (Hnfla) e fator nuclear de hepatécitos 4a (Hnfda). Os
marcadores para hepatdcitos maduros podem incluir, mas ndo estéao
limitados a: citocromo P450 (Cyp3all), fumarilacetoacetato hidrolase
(Fah), glicose 6-fosfato (G6p), albumina (Alb) e OC2-2F8 (ver, por
exemplo, Huch et al.,, Nature, 2013, 494 (7436). 247-250, cujos
conteudos relativos a marcadores de hepatdcitos sdo aqui incorporados
por referéncia.

[092] Agente hepatotoxico: Tal como aqui utilizado, um “agente
hepatotdxico” € um composto quimico, virus ou outra substancia que é
toxica para o figado ou pode ser processada para formar um metabdlito
gue é toxico para o figado. Os agentes hepatotdéxicos podem incluir, mas
nao estao limitados a, tetracloreto de carbono (CCl4), acetaminofeno
(paracetamol), cloreto de vinil, arsénico, cloroférmio e anti-inflamatorios
nao esteroides (como aspirina e fenilbutazona).

[093] Inflamacdo hepatica: Tal como aqui utilizado, o termo
“‘inflamacéao do figado” ou “hepatite” refere-se a uma condicao fisica em
que o figado fica inchado, disfuncional e/ou dolorido, especialmente
como resultado de lesdo ou infeccdo, que pode ser causada pela
exposicdo a um agente hepatotoxico. Os sintomas podem incluir
ictericia (amarelecimento da pele ou dos olhos), fadiga, fraqueza,
nauseas, vomitos, reducéo do apetite e perda de peso. A inflamac¢éo do

figado, se néo tratada, pode progredir para fibrose, cirrose, insuficiéncia
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hepatica ou cancer de figado.

[094] Fibrose hepatica: Tal como aqui utilizado, o termo “fibrose
hepatica” ou “fibrose hepatica” refere-se a um acumulo excessivo no
figado de proteinas da matriz extracelular, que podem incluir colagenos
(I, 1l e 1V), fibronectina, undulina, elastina, laminina, hialuronano e
proteoglicanos resultantes de inflamacéo e morte de células hepaticas.
A fibrose hepatica, se nado tratada, pode progredir para cirrose,
insuficiéncia hepatica ou cancer de figado.

[095] Alca: Tal como aqui utilizado, o termo “alca” refere-se a uma
regido desemparelhada de um &cido nucleico (por exemplo,
oligonucleotideo) que é flanqueada por duas regides antiparalelas do
acido nucleico que sao suficientemente complementares entre si, de
modo que sob condi¢cdes de hibridizac&ao apropriadas (por exemplo, em
um tampéo de fosfato, em uma célula), as duas regides antiparalelas,
gue flanqueiam a regiao desemparelhada, hibridizam para formar um
duplex (referido como uma “haste”).

[096] Ligacdo internucleotidica modificada: Tal como aqui
utilizado, o termo “ligacéo internucleotidica modificada” refere-se a uma
ligacdo internucleotidica tendo uma ou mais modificacdes quimicas em
comparacdo com uma ligacdo internucleotidica de referéncia
compreendendo uma ligacdo fosfodiéster. Em algumas modalidades,
um nucleotideo modificado € uma ligacdo de ocorréncia ndo natural.
Normalmente, uma ligacao internucleotidica modificada confere uma ou
mais propriedades desejaveis a um &cido nucleico em que a ligacéo
internucleotidica modificada esta presente. Por exemplo, um
nucleotideo modificado pode melhorar a estabilidade térmica,
resisténcia a degradacdo, resisténcia de nuclease, solubilidade,
biodisponibilidade, bioatividade, imunogenicidade reduzida, etc.

[097] Nucleotideo modificado: Tal como aqui utilizado, o termo

“nucleotideo modificado” refere-se a um nucleotideo com uma ou mais
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modificacbes quimicas em comparacdo com um nucleotideo de
referéncia correspondente selecionado a partir de: ribonucleotideo de
adenina, ribonucleotideo de guanina, ribonucleotideo de citosina,
ribonucleotideo de uracila, desoxirribonucleotideo de adenina,
desoxirribonucleotideo de guanina e timidina desoxirribonucleotideo.
Em algumas modalidades, um nucleotideo modificado € um nucleotideo
de ocorréncia ndo natural. Em algumas modalidades, um nucleotideo
modificado tem uma ou mais modificacdes quimicas em seu acucar,
nucleobase e/ou grupo fosfato. Em algumas modalidades, um
nucleotideo modificado tem uma ou mais fracées quimicas conjugadas
a um nucleotideo de referéncia correspondente. Normalmente, um
nucleotideo modificado confere uma ou mais propriedades desejaveis
a um acido nucleico no qual o nucleotideo modificado esta presente. Por
exemplo, um nucleotideo modificado pode melhorar a estabilidade
térmica, resisténcia a degradacdo, resisténcia de nuclease,
solubilidade, biodisponibilidade, bioatividade, imunogenicidade
reduzida, etc.

[098] Estrutura de tetraloop com corte: Uma “estrutura de
tetraloop com corte” € uma estrutura de um oligonucleotideo de RNAI
caracterizada pela presenca de filamentos de sentido (passageiro) e
anti-sentido (guia) separados, em que o filamento de sentido tem uma
regido de complementaridade com o filamento anti-sentido, e na qual
pelo menos um dos filamentos, geralmente o filamento de sentido, tem
um tetraloop configurado para estabilizar uma regido de haste adjacente
formada dentro de pelo menos um filamento.

[099] Oligonucleotideo: Tal como aqui utilizado, o termo
“oligonucleotideo” refere-se a um acido nucleico curto, por exemplo,
com menos de 100 nucleotideos de comprimento. Um oligonucleotideo
pode ser de filamento Unico ou duplo. Um oligonucleotideo pode ou ndo

ter regides duplex. Como um conjunto de exemplos nao limitativos, um

Peticio 870210057055, de 24/06/2021, pag. 45/596



23/133

oligonucleotideo pode ser, mas néo esta limitado a, um pequeno RNA
interferente  (SiRNA), microRNA (miRNA), RNA em gancho curto
(shRNA), RNA interferente do substrato dicer (dsiRNA),
oligonucleotideo anti-sentido, siRNA curto ou siRNA de filamento uUnico.
Em algumas modalidades, um oligonucleotideo de filamento duplo € um
oligonucleotideo de RNA..

[0100] Saliéncia: Como usado neste documento, o termo
“saliéncia” refere-se a nucleotideo(s) de emparelhamento sem base
terminal resultante de um filamento ou regido que se estende além do
término de um filamento complementar com a qual o filamento ou regido
formam um duplex. Em algumas modalidades, uma saliéncia
compreende um ou mais nucleotideos desemparelhados que se
estendem de uma regido duplex no terminal 5 ou terminal 3’ de um
oligonucleotideo de filamento duplo. Em certas modalidades, a saliéncia
€ uma saliéncia de 3’ ou 5’ na filamento anti-sentido ou filamento de
sentido de um oligonucleotideos de filamento duplo.

[0101] Analogo de fosfato: Tal como aqui utilizado, o termo
“andlogo de fosfato” se refere a uma fragcdo quimica que imita as
propriedades eletrostaticas e/ou estéricas de um grupo fosfato. Em
algumas modalidades, um andélogo de fosfato é posicionado no
nucleotideo terminal 5° de um oligonucleotideo no lugar de um fosfato
5’, que muitas vezes é suscetivel a remocdo enzimatica. Em algumas
modalidades, os anélogos de fosfato 5’ contém uma ligacéo resistente
a fosfatase. Exemplos de analogos de fosfato incluem 5’ fosfonatos, tais
como 5 metilenofosfonato (5’-MP) e 5’-(E)-vinilfosfonato (5’-VP). Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo tem um analogo de fosfato
em uma posicao de carbono 4’ do acucar (referido como um “analogo

13

de fosfato 4“) em um nucleotideo de terminal 5. Um exemplo de um
analogo de 4’-fosfato é oximetilfosfonato, em que o atomo de oxigénio

do grupo oximetil esta ligado a fracdo de acgucar (por exemplo, em seu
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carbono 4’) ou analogo deste (ver, por exemplo, publicacdo de patente
internacional W0O/2018/045317, cujo conteudo relacionado a analogos
de fosfato é aqui incorporado por referéncia. Outras modificacdes foram
desenvolvidas para a extremidade 5 dos oligonucleotideos (ver, por
exemplo, WO 2011/133871; Patente U.S. N2 8.927.513; e Prakash et
al., Nucleic Acids Res., 2015, 43(6):2993 - 3011, os conteudos de cada
dos quais se referindo a analogos de fosfato sdo aqui incorporados por
referéncia).

[0102] Expressdo reduzida: Tal como aqui utilizado, o termo
‘expressao reduzida®” de um gene refere-se a uma diminuicdo na
guantidade de transcrito de RNA ou proteina codificada pelo gene e/ou
uma diminuicdo na quantidade de atividade do gene em um célula ou
individuo, em comparag¢do com uma célula ou individuo de referéncia
apropriado. Por exemplo, o ato de tratar uma célula com um
oligonucleotideo de filamento duplo (por exemplo, um tendo uma
filamento anti-sentido que € complementar a sequéncia de mRNA de
HMGB1) pode resultar em uma diminuicdo na quantidade de RNA
transcrito, proteina e/ou atividade (por exemplo, codificado pelo gene
HMGB1) em comparacdo com uma célula que ndo é tratada com o
oligonucleotideo de filamento duplo. Da mesma forma, “reducdo da
expressao”, tal como aqui utilizado, refere-se a um ato que resulta na
expressao reduzida de um gene (por exemplo, HMGB1).

[0103] Regidao de complementaridade: Tal como aqui utilizado, o
termo “regido de complementaridade” se refere a uma sequéncia de
nucleotideos de um &cido nucleico (por exemplo, um oligonucleotideo
de filamento duplo) que é suficientemente complementar a uma
sequéncia antiparalela de nucleotideos para permitir a hibridizacdo
entre as duas sequéncias de nucleotideos sob condicbes de
hibridizacao apropriadas, por exemplo, em um tampéao de fosfato, em

uma célula, etc.
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[0104] Ribonucleotideo: Tal como aqui utilizado, o termo
“ribonucleotideo” se refere a um nucleotideo tendo uma ribose como
seu acucar pentose, que contém um grupo hidroxila em sua posicéo 2’.
Um ribonucleotideo modificado é um ribonucleotideo com uma ou mais
modificacbes ou substituicbes de atomos diferentes da posicdo 2’,
incluindo modificacfes ou substituicdes na ou da ribose, grupo fosfato
ou base.

[0105] Oligonucleotideo de RNAI: Tal como aqui utilizado, o termo
“oligonucleotideo de RNAI” refere-se a (a) um oligonucleotideo de
filamento duplo tendo uma filamento de sentido (passageiro) e uma
filamento anti-sentido (guia), em que o filamento anti-sentido ou parte
do filamento anti-sentido € usada pela endonuclease Argonaute 2
(Ago2) na clivagem de um mRNA alvo ou (b) um oligonucleotideo de
filamento Unico com um unico filamento anti-sentido, onde esse
filamento anti-sentido (ou parte desse filamento anti-sentido) € usado
pela endonuclease Ago2 na clivagem de um mRNA alvo.

[0106] Filamento: Tal como aqui utilizado, o termo “filamento”
refere-se a uma Unica sequéncia contigua de nucleotideos ligados entre
si através de ligacbes internucleotidicas (por exemplo, ligacbes
fosfodiéster, ligacdes fosforotioato). Em algumas modalidades, um fio
tem duas extremidades livres, por exemplo, uma extremidade 5’ e uma
extremidade 3'.

[0107] Individuo: Tal como aqui utilizado, o termo “individuo”
significa qualquer mamifero, incluindo camundongos, coelhos, e
humanos. Em algumas modalidades, o individuo é um primata humano
ou ndo humano. Os termos “individuo” ou “paciente” podem ser usados
permutavelmente com “individuo”.

[0108] Sintético: Tal como aqui utilizado, o termo “sintético” refere-
se a um acido nucleico ou outra molécula que € sintetizada

artificialmente (por exemplo, usando uma maquina (por exemplo, um
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sintetizador de acido nucleico de estado sélido)) ou que de outra forma
nao é derivado de uma fonte natural ( por exemplo, uma célula ou
organismo) que normalmente produz a molécula.

[0109] Ligante de alvejamento: Tal como aqui utilizado, o termo
‘ligante de alvejamento” se refere a uma molécula (por exemplo, um
carboidrato, amino agucar, colesterol, polipeptideo ou lipidio) que se liga
seletivamente a uma molécula cognata (por exemplo, um receptor) de
um tecido ou célula de interesse e que € conjugavel a outra substancia
para fins de alvejamento da outra substancia ao tecido ou célula de
interesse. Por exemplo, em algumas modalidades, um ligante de
alvejamento pode ser conjugado a um oligonucleotideo para fins de
alvejamento do oligonucleotideo a um tecido especifico ou célula de
interesse. Em algumas modalidades, um ligante de alvejamento se liga
seletivamente a um receptor de superficie celular. Por conseguinte, em
algumas modalidades, um ligante de alvejamento quando conjugado a
um oligonucleotideo facilita a liberagcdo do oligonucleotideo em uma
célula particular através da ligacdo seletiva a um receptor expresso na
superficie da célula e internalizacdo endoss6mica pela célula do
complexo que compreende o oligonucleotideo, alvejamento ligando e
receptor. Em algumas modalidades, um ligante de alvejamento é
conjugado a um oligonucleotideo por meio de um ligante que € clivado
apos ou durante a internalizacéo celular de modo que o oligonucleotideo
seja liberado do ligante de alvejamento na célula.

[0110] Tetraloop: Tal como aqui utilizado, o termo “tetraloop” se
refere a uma algca que aumenta a estabilidade de um duplex adjacente
formado por hibridizacdo de sequéncias de flanqueamento de
nucleotideos. O aumento na estabilidade € detectavel como um
aumento na temperatura de fuséo (Tm) de um duplex de haste adjacente
gue € maior do que a Tm do duplex de haste adjacente esperado, em

média, de um conjunto de alcas de comprimento comparavel
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consistindo em sequéncias selecionadas aleatoriamente de
nucleotideos. Por exemplo, um tetraloop pode conferir uma temperatura
de fusédo de pelo menos 50 °C, pelo menos 55 °C, pelo menos 56 °C,
pelo menos 58 °C, pelo menos 60 °C, pelo menos 65 °C ou pelo menos
75 °C em NaHPO4 10 mM para um grampo de cabelo compreendendo
um duplex de pelo menos 2 pares de bases de comprimento. Em
algumas modalidades, um tetraloop pode estabilizar um par de bases
em um duplex de haste adjacente por meio de interacbes de
empilhamento. Além disso, as intera¢des entre os nucleotideos em um
tetraloop incluem, mas né&o estéo limitadas a, emparelhamento de bases
nao Watson-Crick, interacbes de empilhamento, ligacbes de hidrogénio
e interacdes de contato (Cheong et al., Nature, 1990, 346 (6285): 680-
2; Heus e Pardi, Science, 1991, 253 (5016): 191-4). Em algumas
modalidades, um tetraloop compreende ou consiste em 3 a 6
nucleotideos e € tipicamente de 4 a 5 nucleotideos. Em certas
modalidades, um tetraloop compreende ou consiste em trés, quatro,
cinco ou seis nucleotideos, que podem ou nédo ser modificados (por
exemplo, que podem ou n&o ser conjugados a uma fracdo de
alvejamento). Em uma modalidade, um tetraloop consiste em quatro
nucleotideos. Qualquer nucleotideo pode ser usado no tetraloop e
simbolos IUPAC-IUB padrao para tais nucleotideos podem ser usados,
como descrito em Cornish-Bowden, Nucleic Acids Res., 1985, 13: 3021-
3030. Por exemplo, a letra “N” pode ser usada para significar que
gualquer base pode estar nessa posicao, a letra “R” pode ser usada
para mostrar que A (adenina) ou G (guanina) pode estar nessa posicao,
e “ B “pode ser usado para mostrar que C (citosina), G (guanina) ou T
(timina) podem estar nessa posicao. Exemplos de tetraloops incluem a
familia UNCG de tetraloops (por exemplo, UUCG), a familia GNRA de
tetraloops (por exemplo, GAAA) e o tetraloops CUUG (Woese et al.,
Proc Natl Acad Sci USA., 1990, 87 (21): 8467-71; Antao et al., Nucleic

Peticio 870210057055, de 24/06/2021, pag. 50/596



28/133

Acids Res., 1991, 19 (21): 5901-5). Exemplos de tetraloops de DNA
incluem a familia d (GNNA) de tetraloops (por exemplo, d (GTTA), a
familia d (GNRA)) de tetraloops, a familia d (GNAB) de tetraloops, a
familia d (CNNG) de tetraloops, e a familia d (TNCG) de tetraloops (por
exemplo, d (TTCG)). Ver, por exemplo, Nakano et al., Biochemistry,
2002, 41 (48): 14281-14292; Shinji et al., Nippon Kagakkai Koen
Yokoshu, 2000, 78 (2): 731; que séo incorporados por referéncia neste
documento para suas revelacoes relevantes. Em algumas modalidades,
o tetraloop esta contido dentro de uma estrutura tetraloop com corte.
[0111] Tratar: Tal como aqui utilizado, o termo “tratar” refere-se ao
ato de fornecer cuidados a um individuo em necessidade, por exemplo,
através da administracdo de um agente terapéutico (por exemplo, um
oligonucleotideo) ao individuo, com o objetivo de melhorar a satde e/ou
bem-estar do individuo com relagdo a uma condi¢do existente (por
exemplo, uma doencga, transtorno) ou para prevenir ou diminuir a
probabilidade de ocorréncia de uma condicdo. Em algumas
modalidades, o tratamento envolve a reducdo da frequéncia ou
gravidade de pelo menos um sinal, sintoma ou fator contribuinte de uma
condicdo (por exemplo, doenca, transtorno) experimentada por um
individuo.

Il. Inibidores com base em oligonucleotideo da expressdo de HMGB1
Sequéncias Alvos de HMGB1

[0112] Em algumas modalidades, inibidores com base em
oligonucleotideo da expressdo de HMGB1l sédo fornecidos nesta
invencdo que podem ser usados para obter um beneficio terapéutico.
Através de examinacdo do mRNA de HMGB1, incluindo mRNAs de
multiplas espécies diferentes (humano, macaco-reso, e camundongo
(ver, por exemplo, o Exemplo 1) e testes in vitro e in vivo, foi descoberto
gue certas sequéncias de mRNA de HMGBL1 séo Uteis como sequéncias

de alvejamento porque elas sdo mais acessiveis do que outras a
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inibicdo com base em oligonucleotideo. Em algumas modalidades, uma
sequéncia alvo de HMGB1l compreende, ou consiste em, uma
sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a
13. Estas regides de mRNA de HMGB1 podem ser alvejadas usando
oligonucleotideos como discutido nesta invencédo para propositos de
inibir a expressdo de mRNA de HMGBI.

[0113] Consequentemente, em algumas modalidades, o0s
oligonucleotideos fornecidos nesta invencao sédo designados de modo
a terem regides de complementaridade a mRNA de HMGB1 (por
exemplo, dentro de uma sequéncia alvo de mMRNA de HMGBL1) para os
propésitos de alvejar o mRNA em células e inibir sua expresséo. A
regido de complementaridade € geralmente de um comprimento e
contetdo de base adequados para permitir o recozimento do
oligonucleotideo (ou um filamento do mesmo) ao mMRNA de HMGB1
para os propoésitos de inibir sua expressdo. Em algumas modalidades,
a regidao de complementaridade é de pelo menos 12, pelo menos 13,
pelo menos 14, pelo menos 15, pelo menos 16, pelo menos 17, pelo
menos 18, pelo menos 19 ou pelo menos 20 nucleotideos em
comprimento. Em algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido
nesta invencdo tem uma regido de complementaridade a HMGB1 que
esta na faixa de 12 a 30 (por exemplo, 12 a 30, 12 a 22, 15 a 25, 17 a
21, 18 a 27, 19 a 27, ou 15 a 30) nucleotideos em comprimento. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido nesta invencéo
tem uma regido de complementaridade a HMGB1 que é de 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30
nucleotideos em comprimento.

[0114] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo aqui
revelado compreende uma regido de complementaridade (por exemplo,
em um filamento anti-sentido de um oligonucleotideo de filamento duplo)

gue é pelo menos parcialmente complementar a uma sequéncia como
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apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo aqui revelado compreende uma
regido de complementaridade (por exemplo, em um filamento anti-
sentido de um oligonucleotideo de filamento duplo) que ¢é
completamente complementar a uma sequéncia como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13. Em algumas modalidades, uma
regido de complementaridade de um oligonucleotideo (por exemplo, em
um filamento anti-sentido de um oligonucleotideo de filamento duplo) é
complementar a uma sequéncia contigua de nucleotideos de uma
sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a
13 que esta na faixa de 12 a 20 nucleotideos (por exemplo, 12 a 20, 12
alg8,12al6,12a14,14a20,14a18,14a16, 16 a 20, 16 a 18, ou
18 a 20) em comprimento. Em algumas modalidades, uma regiao de
complementaridade de um oligonucleotideo (por exemplo, em um
filamento anti-sentido de um oligonucleotideo de filamento duplo) é
complementar a uma sequéncia contigua de nucleotideos de uma
sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 11 a
13 que é de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 nucleotideos
contiguos em comprimento.

[0115] Em algumas modalidades, uma regiao de
complementaridade de um oligonucleotideo que é complementar aos
nucleotideos contiguos de uma sequéncia como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 transpde o comprimento inteiro
de um filamento anti-sentido. Em algumas modalidades, uma regido de
complementaridade de um oligonucleotideo que é complementar a
nucleotideos contiguos de uma sequéncia como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 transpde uma porcdo do
comprimento inteiro de um filamento anti-sentido. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo aqui revelado compreende uma

regido de complementaridade (por exemplo, em um filamento anti-
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sentido de um oligonucleotideo de filamento duplo) que é pelo menos
parcialmente (por exemplo, completamente) complementar a um
estiramento contiguo de nucleotideos transpondo os nucleotideos 1 a
20 de uma sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1 a 13.

[0116] Em algumas modalidades, uma regido de
complementaridade a HMGB1 pode ter uma ou mais incompatibilidades
em comparacdo a uma sequéncia correspondente de mRNA de
HMGB1. Uma regido de complementaridade em um oligonucleotideo
pode ter até 1, até 2, até 3, até 4, até 5, etc. incompatibilidades contanto
gue ela mantenha a capacidade de formar pares de base
complementares com mRNA de HMGB1 sob condi¢des de hibridizacao
apropriadas. Alternativamente, uma regiao de complementaridade em
um oligonucleotideo pode ter ndo mais do que 1, ndo mais do que 2,
ndo mais do que 3, ndo mais do que 4, ou nao mais do que 5
incompatibilidades contanto que ela mantenha a capacidade de formar
pares de base complementares com mRNA de HMGB1 sob condi¢des
de hibridizacdo apropriadas. Em algumas modalidades, se existirem
mais do que uma incompatibilidade em uma regido de
complementaridade, elas podem ser posicionadas consecutivamente
(por exemplo, 2, 3, 4, ou mais em uma fila), ou intercaladas por toda a
regido de complementaridade contanto que o oligonucleotideo
mantenha a capacidade de formar pares de base complementares com
MRNA de HMGB1 sob condi¢des de hibridizacao apropriadas.

ii. Tipos de Oligonucleotideos

[0117] Existe uma variedade de estruturas de oligonucleotideos que
sdo Uteis para alvejar HMGB1 nos métodos da presente revelacao,
incluindo RNAI, anti-sentido, miRNA, etc. Qualquer uma das estruturas
descritas aqui ou em outra parte pode ser usada como uma estrutura

para incorporar ou alvejar uma sequéncia aqui descrita (por exemplo,
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uma sequéncia “hotpot” de HMBG1 tais como aquelas ilustradas nas
SEQ ID NOs: 1 a 13).

[0118] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos para reduzir
a expressao da expressdo de HMGB1 envolvem vias de interferéncia
de RNA (RNAI) a montante ou a jusante do envolvimento de dicer. Por
exemplo, oligonucleotideos de RNAI foram desenvolvidos com cada
filamento tendo tamanhos de 19 a 25 nucleotideos com pelo menos um
saliéncia em 3’ de 1 a 5 nucleotideos (ver, por exemplo, Patente U.S.
N2 8.372.968). Oligonucleotideos mais longos também foram
desenvolvidos que s&o processados por Dicer para gerar produtos
ativos de RNAIi (ver, por exemplo, Patente U.S. N2 8.883.996).
Trabalhos adicionais produziram oligonucleotideos de filamento duplo
estendidos onde pelo menos uma extremidade de pelo menos um
filamento é estendida além de uma regido de alvejamento duplex,
incluindo estruturas onde um dos filamentos inclui uma estrutura
tretraloop de estabilizacéo termodinamica (ver, por exemplo, Patentes
U.S. N 8.513.207 e 8.927.705, bem como a Publicacdo de Patente
Internacional W0O2010033225, que sé&o incorporadas aqui por referéncia
para sua revelacdo das estruturas e forma destes oligonucleotideos).
Tais estruturas podem incluir extensdes de filamento Unico (em um ou
ambos os lados da molécula) bem como extensdes de filamento duplo.
[0119] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos fornecidos
nesta invencdo sao designados para se envolverem na via de
interferéncia de RNA a jusante do envolvimento de dicer (por exemplo,
clivagem de dicer). Tais oligonucleotideos podem ter uma saliéncia (por
exemplo, de 1, 2, ou 3 nucleotideos em comprimento) na extremidade
3’ do filamento de sentido. Tais oligonucleotideos (por exemplo, SIRNAS)
podem compreender um filamento guia de 21 nucleotideos que é anti-
sentido a um RNA alvo e um filamento passageiro complementar, em

gue ambos os filamentos recozem para formar um duplex de 19 pb e
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saliéncias de 2 nucleotideos em qualquer uma ou ambas as
extremidades 3’. Projetos de oligonucleotideo mais longo também estdo
disponiveis incluindo oligonucleotideos tendo um filamento guia de 23
nucleotideos e um filamento passageiro de 21 nucleotideos, onde existe
uma extremidade cega no lado direito da molécula (extremidade 3' de
filamento passageiro/extremidade 5' de flamento guia) e uma saliéncia
no filamento guia 3’ de dois nucleotideos no lado esquerdo da molécula
(extremidade 5’ do filamento passageiro/extremidade 3' do filamento
guia). Em tais moléculas, existe uma regido duplex de 21 pares de base.
Ver, por exemplo, Patentes U.S. N2 9.012.138; 9.012.621; e 9.193.753,
cada uma das quais é aqui incorporada para suas revelacdes
relevantes.

[0120] Em algumas modalidades, oligonucleotideos como aqui
revelado podem compreender filamentos de sentido e anti-sentido que
estdo ambos na faixa de 17 a 26 (por exemplo, 17 a 26, 20 a 25, ou 21
a 23) nucleotideos em comprimento. Em algumas modalidades, um
oligonucleotideo como aqui revelado compreende um filamento de
sentido e anti-sentido que estdo ambos na faixa de 19 a 22 nucleotideo
em comprimento. Em algumas modalidades, os filamentos de sentido e
anti-sentido sdo de comprimento igual. Em algumas modalidades, um
oligonucleotideo compreende filamentos de sentido e anti-sentido, tal
gue exista uma saliéncia em 3’ no filamento de sentido ou no filamento
anti-sentido, ou tanto no filamento de sentido quanto anti-sentido. Em
algumas modalidades, para oligonucleotideos que tém filamentos de
sentido e anti-sentido que estdo ambos na faixa de 21 a 23 nucleotideos
em comprimento, uma saliéncia em 3’ nos filamentos de sentido, anti-
sentido, ou tanto de sentido quanto anti-sentido € de 1 ou 2 nucleotideos
em comprimento. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo tem um
filamento guia de 22 nucleotideos e um filamento passageiro de 20

nucleotideos, onde existe uma extremidade cega no lado direito da
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molécula (extremidade 3' de filamento passageiro/extremidade 5' de
filamento guia) e uma saliéncia no filamento guia 3’ de dois nucleotideos
no lado esquerdo da molécula (extremidade 5' do filamento
passageiro/extremidade 3' do filamento guia). Em tais moléculas, existe
uma regido duplex de 20 pares de base.

[0121] Outros projetos de oligonucleotideos para 0 uso com as
composi¢cdes e métodos aqui revelados incluem: 16-mer siRNAs (ver,
por exemplo, Nucleic Acids in Chemistry and Biology, Blackburn (ed.),
Royal Society of Chemistry, 2006), shRNAs (por exemplo, tendo 19 pb
ou hastes mais curtas; ver, por exemplo, Moore et al. Methods Mol. Biol.,
2010, 629:141 - 158), siRNAs cegos (por exemplo, de 19 pb em
comprimento; ver, por exemplo, Kraynack e Baker, RNA, 2006, 12:163
- 176), siRNAs assimétricos (aiRNA; ver, por exemplo, Sun et al., Nat.
Biotechnol., 2008, 26:1379 - 1382), siRNA assimétrico de duplex mais
curto (ver, por exemplo, Chang et al., Mol Ther., 2009, 17(4):725 - 32),
siRNAs bifurcados (ver, por exemplo, Hohjoh, FEBS Letters, 2004,
557(1 - 3):193 - 198), siRNAs de filamento unico (Elsner, Nature
Biotechnology, 2012, 30:1063), siRNAs circulares em forma de haltere
(ver, por exemplo, Abe et al., J Am Chem Soc., 2007, 129:15108 -
15109), e RNA de interferéncia pequeno internamente segmentado
(SiRNA; ver, por exemplo, Bramsen et al., Nucleic Acids Res., 2007,
35(17):5886-5897). Cada uma das referéncias precedentes €
incorporada por referéncia em sua totalidade para as revelacdes
relacionadas nesta invencao. Outros exemplos nao limitantes de
estruturas de oligonucleotideo que podem ser usados em algumas
modalidades para reduzir ou inibir a expressao de HMGB1 séao
microRNA (miRNA), RNA grampo de cabelo curto (shRNA), e siRNA
curto (ver, por exemplo, Hamilton et al., EMBO J., 2002, 21(17):4671 -
4679; ver também a Publicacdo de Patente U.S. n® 20090099115).

[0122] Ainda assim, em algumas modalidades, um oligonucleotideo
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para reduzir a expressdo de HMGB1 como aqui descrito € de filamento
Gnico. Tais estruturas podem incluir, mas néo estdo limitadas a
moléculas de RNAi de filamento Unico. Esforcos recentes
demonstraram a atividade de moléculas de RNAi de filamento Unico
(ver, por exemplo, Matsui et al., Molecular Therapy, 2016, 24 (5): 946-
955). No entanto, em algumas modalidades, os oligonucleotideos
fornecidos neste documento séo oligonucleotideos anti-sentido (ASOs).
Um oligonucleotideo anti-sentido € um oligonucleotideo de filamento
Gnico que tem uma sequéncia de nucleobase que, quando escrita na
direcdo 5 ' para 3 ', compreende o complemento reverso de um
segmento alvejado de um acido nucleico particular e é adequadamente
modificado (por exemplo, como um gapmer) de modo a induzir a
clivagem mediada por RNaseH de seu RNA alvo em células ou (por
exemplo, como um mixmer) de modo a inibir a tradu¢cdo do mRNA alvo
em células. Os oligonucleotideos anti-sentido para uso na presente
revelacdo podem ser modificados de qualquer maneira adequada
conhecida na técnica incluindo, por exemplo, como mostrado na Patente
US No. 9.567.587, que é incorporada por referéncia neste documento
para sua revelacdo em relacdo a modificacdo de oligonucleotideos anti-
sentido (incluindo, por exemplo, comprimento, fracbes de acucar da
nucleobase (pirimidina, purina) e alterac6es da por¢éo heterociclica da
nucleobase). Além disso, as moléculas anti-sentido tém sido usadas ha
décadas para reduzir a expressao de genes alvo especificos (ver, por
exemplo, Bennett et al., “Pharmacology of Anti-sentido Drugs”, Ann Rev
Pharmacol Toxicol., 2017, 57: 81-105).

iii. Oligonucleotideos de filamento duplo

[0123] Os oligonucleotideos de filamento duplo para alvejar a
expressdo de HMGB1 (por exemplo, atraves da via de RNAI)
geralmente tém uma filamento de sentido e uma filamento anti-sentido

qgue formam um duplex entre si. Em algumas modalidades, as filamentos
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de sentido e anti-sentido ndo estédo ligadas covalentemente. No entanto,
em algumas modalidades, as filamentos de sentido e anti-sentido estao
ligadas covalentemente. Em algumas modalidades, um duplex formado
entre uma filamento de sentido e anti-sentido é de pelo menos 15 (por
exemplo, pelo menos 15, pelo menos 16, pelo menos 17, pelo menos
18, pelo menos 19, pelo menos 20 ou pelo menos 21) nucleotideos em
comprimento. Em algumas modalidades, um duplex formado entre uma
filamento de sentido e anti-sentido esta na faixa de 15-30 nucleotideos
de comprimento (por exemplo, 15 a 30, 15a 27,15a 22,18 a 22,18 a
25, 18 a 27, 18 a 30 ou 21 a 30 nucleotideos de comprimento). Em
algumas modalidades, um duplex formado entre uma filamento de
sentido e anti-sentido tem 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29 ou 30 nucleotideos de comprimento. Em algumas
modalidades, a regido duplex tem 20 nucleotideos de comprimento. Em
algumas modalidades, um duplex formado entre uma filamento de
sentido e anti-sentido ndo abrange todo o comprimento da filamento de
sentido e/ou anti-sentido. Em algumas modalidades, um duplex entre
uma filamento de sentido e anti-sentido abrange todo o comprimento
das filamentos de sentido ou anti-sentido. Em certas modalidades, um
duplex entre uma filamento de sentido e anti-sentido se estende por todo
o comprimento da filamento de sentido e da filamento anti-sentido.
[0124] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido
nesta invengcao compreende um filamento de sentido tendo uma
sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a
13 e um filamento anti-sentido compreendendo uma sequéncia
complementar selecionada a partir de SEQ ID NOs: 14 a 26, como €
arranjado na Tabela 1.

[0125] Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 1 e o

filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
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na SEQ ID NO: 14. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 2 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 3 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 4 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 5 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 18. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 6 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 19. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 7 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 8 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 21. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 9 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 22. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 10 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 23. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 11 eo

filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado

Petica0 870210057055, de 24/06/2021, pag. 60/596



38/133

na SEQ ID NO: 24. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 12 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 25. Em algumas modalidades, o filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 13 e o
filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como apresentado
na SEQ ID NO: 26.

[0126] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido
nesta invengdo compreende um filamento de sentido compreendendo
uma sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs:
27 a 39 e um filamento anti-sentido compreendendo uma sequéncia
complementar selecionada a partir de SEQ ID NOs: 14 a 26, como
também € arranjado na Tabela 2, incluindo modificacbes a sequéncia
de sentido e sequéncias anti-sentido. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 27 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 14. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 28 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 15. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 29 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 30 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 31 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 18. Em algumas modalidades, o

filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
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SEQ ID NO: 32 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 19. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 33 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 34 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 21. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 35 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 22. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 36 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 23. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 37 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 24. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 38 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 25. Em algumas modalidades, o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado na
SEQ ID NO: 39 e o filamento anti-sentido compreende uma sequéncia
como apresentado na SEQ ID NO: 26.

[0127] Deve ser avaliado que, em algumas modalidades, as
sequéncias apresentadas na listagem de sequéncia podem ser
referidas na descricdo da estrutura de um oligonucleotideo ou outro
acido nucleico. Em tais modalidades, o oligonucleotideo real ou outro
acido nucleico pode ter um ou mais nucleotideos alternativos (por
exemplo, uma contraparte de RNA de um nucleotideo de DNA ou uma

contraparte de DNA de um nucleotideo de RNA) e/ou um ou mais
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nucleotideos modificados e/ou um ou mais ligacdes internucleotidicas
modificadas e/ou uma ou mais outras modificacbes em comparagao
com a sequéncia especificada, embora mantendo essencialmente as
mesmas propriedades complementares ou semelhantes a sequéncia
especificada.

[0128] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo de filamento
duplo compreende uma filamento de sentido de 25 nucleotideos e uma
filamento anti-sentido de 27 nucleotideos que, quando atuada por uma
enzima dicer, resulta em uma filamento anti-sentido que é incorporada
ao RISC maduro. Em algumas modalidades, uma filamento de sentido
de um oligonucleotideo tem mais de 27 nucleotideos (por exemplo, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40 nucleotideos). Em
algumas modalidades, uma filamento de sentido de um oligonucleotideo
tem mais de 25 nucleotideos (por exemplo, 26, 27, 28, 29 ou 30
nucleotideos).

[0129] Em algumas modalidades, o comprimento de um duplex
formado entre uma filamento de sentido e anti-sentido de um
oligonucleotideo pode ser de 12 a 30 nucleotideos (por exemplo, 12 a
30,12 a 27, 15 a 25, 18 a 30 ou 19 a 30 nucleotideos) de comprimento.
Em algumas modalidades, o comprimento de um duplex formado entre
uma filamento de sentido e anti-sentido de um oligonucleotideo tem pelo
menos 12 nucleotideos de comprimento (por exemplo, pelo menos 12,
pelo menos 15, pelo menos 20 ou pelo menos 25 nucleotideos de
comprimento). Em algumas modalidades, o comprimento de um duplex
formado entre uma filamento de sentido e anti-sentido de um
oligonucleotideo €é 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos de comprimento.

[0130] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos fornecidos
neste documento tém uma extremidade 5’ que € termodinamicamente

menos estavel em comparacdo com a outra extremidade 5. Em
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algumas modalidades, € fornecido um oligonucleotideo de assimetria
gue inclui uma extremidade cega na extremidade 3’ de um filamento em
sentido e uma saliéncia na extremidade 3’ de uma filamento anti-
sentido. Em algumas modalidades, uma saliéncia 3' em uma filamento
anti-sentido tem 1-8 nucleotideos de comprimento (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 ou 8 nucleotideos de comprimento). Normalmente, um
oligonucleotideo para RNAi tem uma saliéncia de dois nucleotideos na
extremidade 3’ da filamento anti-sentido (guia). No entanto, outras
saliéncias sdo possiveis. Em algumas modalidades, uma saliéncia é
uma saliéncia 3’ compreendendo um comprimento de entre um e seis
nucleotideos, opcionalmente, um a cinco, um a quatro, um a trés, um a
dois, dois a seis, dois a cinco, dois a quatro, dois a trés, trés a seis, trés
a cinco, trés a quatro, quatro a seis, quatro a cinco, cinco a seis
nucleotideos, ou um, dois, trés, quatro, cinco ou seis nucleotideos. No
entanto, em algumas modalidades, a saliéncia é uma saliéncia em 5’
compreendendo um comprimento de entre um e seis nucleotideos,
opcionalmente, um a cinco, um a quatro, um a trés, um a dois, dois a
seis, dois a cinco, dois a quatro, dois a trés, trés a seis, trés a cinco, trés
a quatro, quatro a seis, quatro a cinco, cinco a seis nucleotideos, ou um,
dois, trés, quatro, cinco ou seis nucleotideos.

[0131] Em algumas modalidades, dois nucleotideos terminais na
extremidade 3’ de uma filamento anti-sentido sdo modificados. Em algumas
modalidades, os dois nucleotideos terminais na extremidade 3’ da filamento
anti-sentido sdo complementares com o alvo. Em algumas modalidades, os
dois nucleotideos terminais na extremidade 3’ da filamento anti-sentido nao
sdo complementares com o alvo. Em algumas modalidades, dois
nucleotideos terminais em cada extremidade 3’ de um oligonucleotideo na
estrutura de tetraloop com corte sdo GG. Normalmente, um ou ambos 0s
nucleotideos GG terminais em cada extremidade 3’ de um oligonucleotideo

nao séo complementares com o alvo.
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[0132] Em algumas modalidades, ha uma ou mais (por exemplo, 1,
2, 3, 4, 5) incompatibilidades entre um filamento com sentido e anti-
sentido. Se houver mais de uma incompatibilidade entre uma filamento
de sentido e anti-sentido, elas podem ser posicionadas
consecutivamente (por exemplo, 2, 3 ou mais em uma linha) ou
intercaladas em toda a regido de complementaridade. Em algumas
modalidades, o terminal 3’ da filamento de sentido contém uma ou mais
incompatibilidades. Em uma modalidade, duas incompatibilidades s&o
incorporadas no terminal 3’ da filamento de sentido. Em algumas
modalidades, incompatibilidades de base ou desestabilizacdo de
segmentos na extremidade 3 da filamento de sentido do
oligonucleotideo melhorou a poténcia de duplexes sintéticos em RNAI,
possivelmente através da facilitacdo do processamento por Dicer.
Filamentos Anti-sentido

[0133] Em algumas modalidades, uma filamento anti-sentido de um
oligonucleotideo pode ser referida como um “flamento guia”. Por
exemplo, se uma filamento anti-sentido pode se envolver com o
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) e se ligar a uma
proteina Argonauta, ou se envolver ou se ligar a um ou mais fatores
semelhantes e silenciar direto de um gene alvo, pode ser referido como
como um fio guia. Em algumas modalidades, um fio de sentido
complementar com um fio guia pode ser referido como um “fio
passageiro”.

[0134] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido
nesta invencdo compreende um filamento anti-sentido que é de até 50
nucleotideos em comprimento (por exemplo, até 30, até 27, até 25, até
21, ou até 19 nucleotideos em comprimento). Em algumas modalidades,
um oligonucleotideo fornecido nesta invencdo compreende um
filamento anti-sentido que é de pelo menos 12 nucleotideos em

comprimento (por exemplo, pelo menos 12, pelo menos 15, pelo menos
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19, pelo menos 21, pelo menos 25, ou pelo menos 27 nucleotideos em
comprimento). Em algumas modalidades, um filamento anti-sentido de
um oligonucleotideo aqui revelado esta na faixa de 12 a 50 ou 12 a 30
(por exemplo, 12 a 30,11 a27,11a25,15a21,15a27,17a21,17a
25, 19 a 27, ou 19 a 30) nucleotideos em comprimento. Em algumas
modalidades, um filamento anti-sentido de qualquer um dos
oligonucleotideos aqui revelados é de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, ou 50 nucleotideos em
comprimento.

[0135] Em algumas modalidades um oligonucleotideo aqui revelado
compreende um filamento anti-sentido compreendendo uma sequéncia
como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 14 a 26. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo compreende um filamento
anti-sentido compreendendo uma sequéncia contigua de nucleotideos
que esta na faixa de 12 a 20 nucleotideos (por exemplo, 12 a 20, 12 a
18,12 a 16,12 a14,14a20,14a 18,14 a 16, 16 a 20, 16 a 18, ou 18
a 20 nucleotideos) em comprimento de qualquer uma das sequéncias
como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 14 a 26. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo compreende um filamento
anti-sentido compreendendo uma sequéncia contigua de nucleotideos
de uma sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID
NOs: 14 a 26 que € de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 nucleotideos
contiguos em comprimento. Em algumas modalidades, um
oligonucleotideo compreende um filamento anti-sentido que consiste
em uma sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID
NOs: 14 a 26.

b. Filamentos de sentido

[0136] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo de filamento

duplo pode ter um filamento de sentido de até 40 nucleotideos em
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comprimento (por exemplo, até 40, até 35, até 30, até 27, até 25, até 21,
até 19 até 17, ou até 12 nucleotideos em comprimento). Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo pode ter um filamento de sentido de
pelo menos 12 nucleotideos em comprimento (por exemplo, pelo menos
12, pelo menos 15, pelo menos 19, pelo menos 21, pelo menos 25, pelo
menos 27, pelo menos 30, pelo menos 35, ou pelo menos 38
nucleotideos em comprimento). Em algumas modalidades, um
oligonucleotideo pode ter um filamento de sentido em uma faixa de 12
a 50 (por exemplo, 12 a 40, 12 a 36, 12 a 32, 12 a 28, 15 a 40, 15 a 36,
15a32,15a28,17 a2l,17 a 25,19 a 27,19 a 30, 20 a 40, 22 a 40,
25 a 40, ou 32 a 40) nucleotideos em comprimento. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo pode ter um filamento de sentido de
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, ou 40 nucleotideos em comprimento.
Em algumas modalidades, um filamento de sentido de um
oligonucleotideo é mais longo do que 27 nucleotideos (por exemplo, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40 nucleotideos). Em
algumas modalidades, um filamento de sentido de um oligonucleotideo
€ mais longo do que 25 nucleotideos (por exemplo, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, ou 36 nucleotideos). Em algumas modalidades, o
filamento de sentido € de 20 nucleotideos em comprimento. Em
algumas modalidades, o filamento de sentido é 36 nucleotideos em
comprimento.

[0137] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo aqui
revelado compreende uma sequéncia de filamento de sentido como
apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 e 27 a 39. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo tem um filamento de sentido
que compreende pelo menos 12 (por exemplo, pelo menos 13, pelo
menos 14, pelo menos 15, pelo menos 16, pelo menos 17, pelo menos

18, pelo menos 19, pelo menos 20, pelo menos 21, pelo menos 22, ou

Peticio 870210057055, de 24/06/2021, pag. 67/596



45/133

pelo menos 23) nucleotideos contiguos de uma sequéncia como
apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 e 27 a 39. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo tem um filamento de sentido
gue compreende uma sequéncia contigua de nucleotideos que esta na
faixa de 7 a 36 nucleotideos (por exemplo, 12 a 30, 12 a 27,12 a 22, 15
az25,617a 21, 18 a 27,19 a 27, 20 a 36, ou 15 a 36 nucleotideos) em
comprimento de qualquer uma das sequéncias como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 e 27 a 39. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo tem um filamento de sentido que
compreende uma sequéncia contigua de nucleotideos de uma
sequéncia como apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a
13 e 27 a39 que é de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, ou 36 nucleotideos em
comprimento. Em algumas modalidades, um oligonucleotideo tem um
filamento de sentido que consiste em uma sequéncia como apresentado
em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13 e 27 a 39.

[0138] Em algumas modalidades, um filamento de sentido
compreende uma haste-alca em sua extremidade 3’. Em algumas
modalidades, um filamento de sentido compreende uma haste-alca em
sua extremidade 5. Em algumas modalidades, um filamento
compreendendo uma haste-al¢ca esté na faixa de 2 a 66 nucleotideos de
comprimento (por exemplo, 2 a66, 10a 52,14 a40,2a30,4a26,8a
22,12 a18,10a 22,14 a 26, ou 14 a 30 nucleotideos de comprimento).
Em algumas modalidades, um filamento compreendendo uma haste-
alca é de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, ou 30 nucleotideos em comprimento. Em algumas
modalidades, uma haste compreende um duplexde 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, ou 14 nucleotideos em comprimento. Em algumas
modalidades, uma haste-alca fornece a melhor protecao contra

degradacdo a molécula (por exemplo, degradacéo enzimatica) e facilita
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as caracteristicas de alvejamento para liberacdo a uma célula alvo. Por
exemplo, em algumas modalidades, uma al¢ca fornece nucleotideos
adicionados nos quais a modificacdo pode ser feita sem
substancialmente afetar a atividade de inibicdo de expressao génica de
um oligonucleotideo. Em certas modalidades, um oligonucleotideo é
fornecido nesta invencdo em que o filamento de sentido compreende
(por exemplo, em sua extremidade 3’) uma haste-alca apresentado
como: Si-L-Sz, em que S: € complementar a Sz, e em que L forma uma
alca entre S1 e S> de até 10 nucleotideos em comprimento (por exemplo,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, ou 10 nucleotideos em comprimento).

[0139] Em algumas modalidades, uma al¢ca (L) de uma haste-alca é
um tetraloop (por exemplo, dentro de uma estrutura de tetraloop com
corte). Um tetraloop pode conter ribonucleotideos,
desoxirribonucleotideos, nucleotideos modificados, e combinacfes dos
mesmos. Tipicamente, um tetraloop tem 4 a 5 nucleotideos. Entretanto,
em algumas modalidades, um tetraloop compreende ou consiste em 3
a 6 nucleotideos, e tipicamente consiste em 4 a 5 nucleotideos. Em
certas modalidades, um tetraloop compreende ou consiste em ftrés,
guatro, cinco, ou seis nucleotideos.

iv. Modificacdes de Oligonucleotideo

[0140] Os oligonucleotideos podem ser modificados de varias
maneiras para melhorar ou controlar a especificidade, estabilidade,
liberacdo, biodisponibilidade, resisténcia da degradacdo de nuclease,
imunogenicidade, propriedades de pareamento de base, distribuicéo de
RNA e absorcéo celular e outras caracteristicas relevantes para uso
terapéutico ou de pesquisa (ver, por exemplo, Bramsen et al., Nucleic
Acids Res., 2009, 37: 2867-2881; Bramsen e Kjems, Frontiers in
Genetics, 2012, 3: 1-22). Por conseguinte, em algumas modalidades, os
oligonucleotideos da presente revelacdo podem incluir uma ou mais

modificacbes adequadas. Em algumas modalidades, um nucleotideo
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modificado tem uma modificacdo em sua base (ou nucleobase), o
acucar (por exemplo, ribose, desoxirribose) ou o grupo fosfato.

[0141] O numero de modificagbes em um oligonucleotideo e as
posicdes dessas modificacdes de nucleotideo podem influenciar as
propriedades de um oligonucleotideo. Por exemplo, o0s
oligonucleotideos podem ser entregues in vivo, conjugando-os ou
englobando-os em uma nanoparticula lipidica (LNP) ou transportador
semelhante. No entanto, quando um oligonucleotideo ndo € protegido
por um LNP ou transportador semelhante, pode ser vantajoso que pelo
menos alguns dos nucleotideos sejam modificados. Por conseguinte,
em certas modalidades de qualquer um dos oligonucleotideos aqui
fornecidos, todos ou substancialmente todos os nucleotideos de um
oligonucleotideo sdo modificados. Em certas modalidades, mais da
metade dos nucleotideos sdo modificados. Em certas modalidades,
menos da metade dos nucleotideos sdo modificados. Normalmente,
com liberacdo simples, todo acucar é modificado na posigao 2'. Essas
modificacbes podem ser reversiveis ou irreversiveis. Em algumas
modalidades, um oligonucleotideo conforme revelado neste documento
tem um numero e tipo de nucleotideos modificados suficientes para
causar a caracteristica desejada (por exemplo, protecdo contra
degradacdo enzimatica, capacidade de alvejar uma célula desejada
apos administracao in vivo e/ou estabilidade termodinamica).
Modificacbes de Acucar

[0142] Em algumas modalidades, um acucar modificado (também
referido aqui como um analogo de acucar) inclui uma desoxirribose
modificada ou fracdo de ribose, por exemplo, em que uma ou mais
modificagdes ocorrem na posicdo 2 ', 3 ', 4 ' e/ou 5 ' de carbono do
acucar. Em algumas modalidades, um agucar modificado também pode
incluir estruturas de carbono alternativas nao naturais, como aquelas

presentes em acidos nucleicos bloqueados (“LNA”) (ver, por exemplo,
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Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54: 3607-3630), acidos nucleicos
desblogueados (“UNA”) (ver, por exemplo, Snead et al., Molecular
Therapy - Nucleic Acids, 2013, 2, e103) e acidos nucleicos em ponte
("BNA”) (ver, por exemplo, Imanishi e Obika, The Royal Society of
Chemistry, Chem. Commun., 2002, 16: 1653-1659). Koshkin et al.,
Snead et al., E Imanishi e Obika séo incorporados neste documento por
referéncia para suas revelacdes relacionadas a modificacfes de acucar.
[0143] Em algumas modalidades, uma modificacdo de nucleotideo
em um acucar compreende uma 2’-modificacdo. Uma 2’-modificacdo
pode ser 2’-aminoetila, 2’-fluoro, 2’-O-metila, 2’-O-metoxietila, e acido
2’-desoxi-2’-fluoro-p-d-arabinonucleico. Tipicamente, a modificacdo é
2’-fluoro, 2’-O-metila, ou 2’-O-metoxietila. Em algumas modalidades
uma modificacdo em um acucar compreende uma modificacdo do anel
de acucar, que pode compreender a modificacdo de um ou mais
carbonos do anel de acucar. Por exemplo, uma modificacdo de um
acucar de um nucleotideo pode compreender um 2’-oxigénio de um
acucar que é ligado a um 1’-carbono ou 4’-carbono do agucar, ou um 2’-
oxigénio que é ligado ao 1’-carbono ou 4’-carbono por intermédio de
uma ponte etileno ou metileno. Em algumas modalidades, um
nucleotideo modificado tem um acucar aciclico que carece de uma
ligacdo 2’-carbono a 3’-carbono. Em algumas modalidades, um
nucleotideo modificado tem um grupo tiol, por exemplo, na posicdo 4’
do acucar.

[0144] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo aqui descrito
compreende pelo menos um nucleotideo modificado (por exemplo, pelo
menos 1, pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 20,
pelo menos 25, pelo menos 30, pelo menos 35, pelo menos 40, pelo
menos 45, pelo menos 50, pelo menos 55, pelo menos 60, ou mais). Em
algumas modalidades, o filamento de sentido do oligonucleotideo

compreende pelo menos um nucleotideo modificado (por exemplo, pelo
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menos 1, pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 20,
pelo menos 25, pelo menos 30, pelo menos 35, ou mais). Em algumas
modalidades, o filamento anti-sentido do oligonucleotideo compreende
pelo menos um nucleotideo modificado (por exemplo, pelo menos 1,
pelo menos 5, pelo menos 10, pelo menos 15, pelo menos 20, ou mais).
[0145] Em algumas modalidades, todos os nucleotideos do
filamento de sentido do oligonucleotideo sdo modificados. Em algumas
modalidades, todos os nucleotideos do filamento anti-sentido do
oligonucleotideo sdo modificados. Em algumas modalidades, todos os
nucleotideos do oligonucleotideo (isto €, tanto o filamento de sentido
guanto o filamento anti-sentido) sdo modificados. Em algumas
modalidades, 0 nucleotideo modificado compreende uma 2'-
modificacao (por exemplo, um 2'-fluoro ou 2'-O-metila).

[0146] A presente revelacdo fornece oligonucleotideos tendo
padroes de modificacdo diferentes. Em algumas modalidades, os
oligonucleotideos modificados compreendem uma sequéncia de
filamento de sentido tendo uma sequéncia como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 27 a 39, e uma sequéncia de filamento
anti-sentido tendo uma sequéncia como apresentado em qualquer uma
das SEQ ID NOs: 14 a 26. Em algumas modalidades, para estes
oligonucleotideos, uma ou mais das posi¢ées 1, 2, 4, 6, 7, 12, 14, 16,
18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das
posicbes 1, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido
sao modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas modalidades, todas
as posicbes 1, 2, 4, 6, 7, 12, 14, 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de
sentido, e todas as posic¢oes 1, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do
filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2-O-metila. Em
algumas modalidades, uma ou mais das posi¢coes 3,5,8al1l, 13, 15, e
17 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posicodes 2, 3, 5, 7,

10, 12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sdo modificadas com
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um 2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as posic¢des 3, 5, 8 a 11,
13, 15, e 17 do filamento de sentido, e todas as posi¢oes 2, 3, 5, 7, 10,
12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido s&o modificadas com um
2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as posi¢des 1, 2, 4, 6, 7, 12,
14, 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, todas as posicdes 1,
4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido sé&o
modificadas com uma 2'-O-metila, todas as posi¢des 3, 5, 8 a 11, 13,
15, e 17 do filamento de sentido, e todas as posic¢oes 2, 3, 5, 7, 10, 12,
14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sdo modificadas com um 2'-
fluoro.

[0147] Em algumas modalidades, para oligonucleotideos
compreendendo um filamento de sentido tendo uma sequéncia como
apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 27 a 39, e um filamento
anti-sentido tendo uma sequéncia como apresentado em qualguer uma
das SEQ ID NOs: 14 a 26, uma ou mais das posi¢coes 1 a 7,12 a 27, e
31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posic¢oes 1, 4, 6,
8,9, 11 a 13, e 15 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com
uma 2'-O-metila. Em algumas modalidades, todas as posi¢cées 1 a 7, 12
a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e todas as posicdes 1, 4, 6, 8,
9,11 al3, e 15a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma
2'-O-metila. Em algumas modalidades, uma ou mais das posicoes 8 a
11 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posicodes 2, 3, 5, 7,
10, e 14 do filamento anti-sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro. Em
algumas modalidades, todas as posi¢cdes 8 a 11 do filamento de sentido,
e todas as posicoes 2, 3, 5, 7, 10, e 14 do filamento anti-sentido sdo
modificadas com um 2'-fluoro. Em algumas modalidades, todas as
posicdes 1 a 7, 12 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, todas as
posicbes 1, 4, 6, 8, 9, 11 a 13, e 15 a 22 do filamento anti-sentido sao
modificadas com uma 2'-O-metila, todas as posi¢cdes 8 a 11 do filamento

de sentido, e todas as posic¢oes 2, 3, 5, 7, 10, e 14 do filamento anti-
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sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro.

[0148] Em algumas modalidades, para oligonucleotideos
compreendendo um filamento de sentido tendo uma sequéncia como
apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 27 a 39, e um filamento
anti-sentido tendo uma sequéncia como apresentado em qualquer uma
das SEQ ID NOs: 14 a 26, uma ou mais das posi¢cbes 1, 2,4 a7, 9, 11,
14 a 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais
das posicdes 1, 6, 8,9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido
sao modificadas com uma 2'-O-metila. Em algumas modalidades, todas
as posicbes 1,2,4a7,9,11, 14 a 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento
de sentido, e todas as posicbes 1, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do
filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2-O-metila. Em
algumas modalidades, uma ou mais das posi¢oes 3, 8, 10, 12, 13, e 17
do filamento de sentido, e/ou uma ou mais das posi¢cbes 2a 5, 7, 10, 12,
14, 16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sao modificadas com um 2'-
fluoro. Em algumas modalidades, todas as posi¢des 3, 8, 10, 12, 13, e
17 do filamento de sentido, e todas as posi¢cdes 2 a5, 7, 10, 12, 14, 16,
17, e 19 do filamento anti-sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro.
[0149] Em algumas modalidades, o grupo final 3' terminal (por
exemplo, uma 3’-hidroxila) com um grupo fosfato ou outro grupo, que
pode ser usado, por exemplo, para fixar ligantes, adaptadores ou rétulos
ou para a ligacdo direta de um oligonucleotideo a um outro acido
nucleico.

b. Fosfatos 5’ Terminais

[0150] Em algumas modalidades, grupos fosfatos 5’-terminais de
oligonucleotideos realcam a interacdo com Argonaute 2. Entretanto,
oligonucleotideos compreendendo um grupo 5’-fosfato podem ser
suscetiveis a degradacdo por intermédio de fosfatases ou outras
enzimas, que podem limitar sua biodisponibilidade in vivo. Em algumas

modalidades, oligonucleotideos incluem analogos de 5’ fosfatos que sao
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resistentes a tal degradacdo. Em algumas modalidades, um analogo de
fosfato pode ser oximetilfosfonato, vinilfosfonato, ou malonilfosfonato.
Em certas modalidades, a extremidade 5 de um filamento de
oligonucleotideo é ligada a por¢cdo quimica que imita as propriedades
eletrostaticas e estéricas de um grupo 5’-fosfato natural (“mimético de
fosfato”) (ver, por exemplo, Prakash et al., Nucleic Acids Res., 2015,
43(6):2993-3011, os conteudos do qual se referindo a analogos de
fosfato sdo aqui incorporados por referéncia). Muitos miméticos de
fosfato foram desenvolvidos que podem ser ligados a extremidade 5’
(ver, por exemplo, Patente U.S. N2 8.927.513, os contetdos da qual se
referindo a analogos de fosfato sdo aqui incorporados por referéncia).
Outras modificacbes foram desenvolvidas para a extremidade 5’ de
oligonucleotideos (ver, por exemplo, Publicacdo de Patente
Internacional W02011133871, os conteldos da qual se referindo a
analogos de fosfato sdo aqui incorporados por referéncia). Em certas
modalidades, um grupo hidroxila € ligado a extremidade 5 do
oligonucleotideo.

[0151] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo tem um
analogo de fosfato em uma posi¢éo 4’-carbono do acucar (referido como
um “analogo 4’-fosfato”) (ver, por exemplo, a publicacdo de patente
internacional W02018045317, intitulada 4’-Andlogos de fosfato e
oligonucleotideos que compreendem o0 mesmo, cujo conteudo
relacionado a analogos de fosfato € aqui incorporado por referéncia).
Em algumas modalidades, um oligonucleotideo fornecido aqui
compreende um anéalogo de fosfato 4 em um nucleotideo terminal 5’.
Em algumas modalidades, um analogo de fosfato € um oximetilfosfonato
em que o atomo de oxigénio do grupo oximetil esta ligado a fracdo de
acucar (por exemplo, em seu carbono 4’) ou analogo deste. Em outras
modalidades, um analogo de 4’-fosfato € um tiometilfosfonato ou um

aminometilfosfonato em que o atomo de enxofre do grupo tiometil ou o
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atomo de nitrogénio do grupo aminometil esta ligado ao carbono 4’ da
fracdo de acucar ou andlogo do mesmo. Em certas modalidades, um
analogo de 4’-fosfato € um oximetilfosfonato. Em algumas modalidades,
um oximetilfosfonato é representado pela férmula -O-CH2-PO(OH)2 ou
-O-CH2-PO(0OU)2, em que R é independentemente selecionado a partir
de H, CH3, um grupo alquila, CH2CH2CN, CH20COC(CH3)3,
CH20CH2CH2Si(CH3)3, ou um grupo de protecdo. Em certas
modalidades, o grupo alquila € CH2CH3. Mais tipicamente, R é
independentemente selecionado a partir de H, CH3, ou CH2CH3.

[0152] Em certas modalidades, um anélogo de fosfato ligado ao
oligonucleotideo é um metdxi fosfonato (MOP). Em certas modalidades,
um analogo de fosfato ligado ao oligonucleotideo € um MOP protegido
por 5" mono-metila. Em algumas modalidades, o nucleotideo uridina
seguinte compreendendo um analogo de fosfato pode ser usado, por

exemplo, na primeira posi¢ao de um filamento guia (anti-sentido):

[0153] nucleotideo modificado este que € referido como
[MeFosfonato-40-mU] ou 5’-Metoxi, Fosfonato-4’ 6xi-2’-O-metiluridina.
[0154] c. Ligacdes Intranucleotidicas Modificadas

[0155] Em algumas modalidades, modificagdes ou substituicbes de
fosfato podem resultar em um oligonucleotideo compreendendo pelo
menos uma (por exemplo, pelo menos 1, pelo menos 2, pelo menos 3
ou pelo menos 5) ligacdo internucleotidica modificada. Em algumas
modalidades, qualquer um dos oligonucleotideos aqui revelados

compreende 1 a 10 (por exemplo, 1a10,2a8,4a6,3a10,5a10,1
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ab5,1a3o0ula?)ligacdes internucleotidicas modificadas. Em algumas
modalidades, qualquer um dos oligonucleotideos aqui revelados
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 ligacBes internucleotidicas
modificadas.

[0156] Uma ligacdo internucleotidica modificada pode ser uma
ligacdo fosforoditioato, uma ligacdo fosforotioato, uma ligacéo
fosfotriéster, uma ligacdo tionoalquilfosfonato, uma ligacéo
tionalquilfosfotriéster, uma ligacdo fosforamidita, uma ligacédo fosfonato
ou uma ligacdo boranofosfato. Em algumas modalidades, pelo menos
uma ligacdo internucleotidica modificada de qualquer um dos
oligonucleotideos como aqui revelado é uma ligacéo fosforotioato.
[0157] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo aqui descrito
tem uma ligacéo fosforotioato entre uma ou mais das: posi¢cdes 1 e 2 do
filamento de sentido, posi¢cdes 1 e 2 do filamento anti-sentido, posicoes
2 e 3 do filamento anti-sentido, posi¢cdes 3 e 4 do filamento anti-sentido,
posicdes 20 e 21 do filamento anti-sentido, e posi¢gbes 21 e 22 do
filamento anti-sentido. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo
aqui descrito tem uma ligacdo fosforotioato entre cada uma das:
posicdes 1 e 2 do filamento de sentido, posi¢cdes 1 e 2 do filamento anti-
sentido, posi¢cdes 2 e 3 do filamento anti-sentido, posi¢cdes 20 e 21 do
filamento anti-sentido, e posi¢gdes 21 e 22 do filamento anti-sentido.

d. ModificacOes de base

[0158] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos fornecidos
nesta invencdo tém uma ou mais nucleobases modificadas. Em
algumas modalidades, nucleobases modificadas (também referidas
nesta invencdo como analogos de base) sao ligadas na 1' posicédo de
uma porcdo aclUcar de nucleotideo. Em certas modalidades, uma
nucleobase modificada € uma base nitrogenosa. Em certas
modalidades, uma nucleobase modificada nao contém atomo de

nitrogénio (ver, por exemplo, Publicacdo de Patente U.S.
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20080274462). Em algumas modalidades, um nucleotideo modificado
compreende uma base universal. Entretanto, em certas modalidades,
um nucleotideo modificado ndo contém uma nucleobase (abasico).
[0159] Em algumas modalidades, uma base universal € uma fracéo
heterociclica localizada na posicdo 1’ de uma fracdo de acucar de
nucleotideo em um nucleotideo modificado, ou a posicdo equivalente
em uma substituicdo de fracdo de acucar de nucleotideo, que, quando
presente em um duplex, pode ser posicionada oposta a mais de um tipo
de base sem alterar substancialmente a estrutura do duplex. Em
algumas modalidades, em comparacdo com um &cido nucleico de
filamento Unico de referéncia (por exemplo, oligonucleotideo) que é
totalmente complementar a um &cido nucleico alvo, um acido nucleico
de filamento Unico contendo uma base universal forma um duplex com
0 acido nucleico alvo que tem uma Tm mais baixa do que um duplex
formado com o acido nucleico complementar. No entanto, em algumas
modalidades, em comparacdo com um &cido nucleico de filamento Unico
de referéncia em que a base universal foi substituida por uma base para
gerar uma Unica incompatibilidade, o acido nucleico de filamento Unico
contendo a base universal forma um duplex com o acido nucleico alvo
gue tem uma Tm mais alta do que um duplex formado com o &cido
nucleico compreendendo a base incompativel.

[0160] Exemplos ndo limitativos de nucleotideos de ligacéo
universal incluem inosina, 1-B-D-ribofuranosil-5-nitroindol e/ou 1-B3-D-
ribofuranosil-3-nitropirrol (Publicacdo de Patente U.S. no 20070254362,
Van Aerschot et al., Nucleic Acids Res. 1995, 23(21):4363 - 70; Loakes
et al.,, Nucleic Acids Res. 1995, 23(13):2361 - 6; Loakes e Brown,
Nucleic Acids Res., 1994, 22(20):4039 - 43. Cada um dos precedentes
é incorporado aqui por referéncia para suas revelagdes se referindo as
modificacdes de base).

e. Modificacbes Reversiveis
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[0161] Embora certas modificagbes para proteger um
oligonucleotideo do ambiente in vivo antes de atingir as células alvo
possam ser feitas, elas podem reduzir a poténcia ou atividade do
oligonucleotideo uma vez que ele atinge o citosol da célula alvo.
Modificacdes reversiveis podem ser feitas de modo que a molécula
retenha propriedades desejaveis fora da célula, que sdo entdo
removidas ao entrar no ambiente citosodlico da célula. A modificacdo
reversivel pode ser removida, por exemplo, pela acdo de uma enzima
intracelular ou pelas condi¢cdes quimicas dentro de uma célula (por
exemplo, através da reducéo pela glutationa intracelular)

[0162] Em algumas modalidades, um nucleotideo modificado
reversivelmente compreende uma fracdo sensivel a glutationa.
Normalmente, as moléculas de acido nucleico foram quimicamente
modificadas com porcfes de dissulfeto ciclico para mascarar a carga
negativa criada pelas ligacGes difosfato de internucleotideo e melhorar
a absorcdo celular e a resisténcia de nuclease (ver, por exemplo,
publicacdo de patente US 20110294869, publicacdo de patente
internacional W02015188197; Meade et al., Nature Biotechnology,
2014, 32: 1256-1263; Publicacdo de patente internacional
W02014088920; cada um dos quais séo incorporados por referéncia
para suas revelacdes de tais modificacdes). Esta modificacdo reversivel
das ligacdes difosfato internucleotideo é projetada para ser clivada
intracelularmente pelo ambiente redutor do citosol (por exemplo,
glutationa). Os exemplos anteriores incluem modificacoes
neutralizantes de fosfotriéster que foram relatadas como sendo clivaveis
dentro das células (Dellinger et al., J. Am. Chem. Soc., 2003, 125: 940-
950).

[0163] Em algumas modalidades, tal modificag&o reversivel permite
protecdo durante a administracao in vivo (por exemplo, transito atraves

do sangue e/ou compartimentos lisossomais/endossémicos de uma
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célula), onde o oligonucleotideo sera exposto a nucleases e outras
condicdes ambientais adversas (por exemplo,, pH). Quando liberado no
citosol de uma célula onde os niveis de glutationa sdo maiores em
comparacdo com o espaco extracelular, a modificacdo é revertida e o
resultado € um oligonucleotideo clivado. Usando fracGes reversiveis
sensiveis a glutationa, € possivel introduzir grupos quimicos
estericamente maiores no oligonucleotideo de interesse em
comparacédo com as opcoes disponiveis usando modificacfes quimicas
irreversiveis. Isso ocorre porque esses grupos quimicos maiores serao
removidos no citosol e, portanto, ndo devem interferir na atividade
bioldgica dos oligonucleotideos dentro do citosol de uma célula. Como
resultado, esses grupos quimicos maiores podem ser projetados para
conferir varias vantagens ao nucleotideo ou oligonucleotideo, como
resisténcia de nuclease, lipofilicidade, carga, estabilidade térmica,
especificidade e imunogenicidade reduzida. Em algumas modalidades,
a estrutura da fracdo sensivel a glutationa pode ser projetada para
modificar a cinética de sua liberacéo.

[0164] Em algumas modalidades, uma fracdo sensivel a glutationa
€ ligada ao acucar do nucleotideo. Em algumas modalidades, uma
fracdo sensivel a glutationa € ligada ao carbono 2’ do acglucar de um
nucleotideo modificado. Em algumas modalidades, a por¢éo sensivel a
glutationa esté localizada no carbono 5’ de um acucar, particularmente
quando o nucleotideo modificado é o nucleotideo do terminal 5’ do
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a porcdo sensivel a
glutationa esta localizada no carbono 3’ do acucar, particularmente
guando o nucleotideo modificado € o nucleotideo do terminal 3’ do
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a fracdo sensivel a
glutationa compreende um grupo sulfonil (ver, por exemplo, publicacéo
de patente internacional W02018039364, cujo conteudo é aqui

incorporado por referéncia para suas revelacdes relevantes).
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v. Ligantes de Alvejamento

[0165] Em algumas modalidades, pode ser desejavel alvejar os
oligonucleotideos da revelacéo para uma ou mais células ou um ou mais
orgaos. Tal estratégia pode ajudar a evitar efeitos indesejaveis em
outros 6rgaos ou pode evitar a perda indevida do oligonucleotideo para
células, tecidos ou oOrgdos que nao seriam benéficos para o
oligonucleotideo. Por conseguinte, em algumas modalidades, o0s
oligonucleotideos aqui revelados podem ser modificados para facilitar o
alvejamento de um determinado tecido, célula ou 6rgao, por exemplo,
para facilitar a liberagdo do oligonucleotideo ao figado. Em certas
modalidades, o0s oligonucleotideos aqui revelados podem ser
modificados para facilitar a liberacdo do oligonucleotideo aos
hepatdcitos do figado. Em algumas modalidades, um oligonucleotideo
compreende um nucleotideo que é conjugado a um ou mais ligantes de
alvejamento.

[0166] Um ligante de alvejamento pode compreender um
carboidrato, amino acgucar, colesterol, peptideo, polipeptideo, proteina
ou parte de uma proteina (por exemplo, um anticorpo ou fragmento de
anticorpo) ou lipideo. Em algumas modalidades, um ligante de
alvejamento € um aptamero. Por exemplo, um ligante de alvejamento
pode ser um peptideo RGD que € usado para alvejar a vasculatura
tumoral ou células de glioma, o peptideo CREKA para alvejar a
vasculatura tumoral ou estoma, transferéncia, lactoferrina ou um
aptamero para alvejar os receptores de transferrina expressos na
vasculatura do SNC, ou um anti -EGFR anticorpo para alvejar EGFR em
células de glioma. Em certas modalidades, o ligante de alvejamento &
uma ou mais fracdes GalNAc.

[0167] Em algumas modalidades, 1 ou mais (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5 ou 6) nucleotideos de um oligonucleotideo sdo cada um conjugado

a um ligante de alvejamento separado. Em algumas modalidades, 2 a 4
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nucleotideos de um oligonucleotideo sao, cada um, conjugados a um
ligante de alvejamento separado. Em algumas modalidades, os ligantes
de alvejamento sdo conjugados a 2 a 4 nucleotideos em ambas as
extremidades da filamento de sentido ou anti-sentido (por exemplo, os
ligantes sdo conjugados a uma saliéncia ou extensédo de 2 a 4
nucleotideos na extremidade 5 ou 3’ da filamento de sentido ou
filamento anti-sentido) de modo que os ligantes de alvejamento se
assemelham a cerdas de uma escova de dentes e o oligonucleotideo se
assemelha a uma escova de dentes. Por exemplo, um oligonucleotideo
pode compreender uma haste-algca na extremidade 5’ ou 3’ da filamento
de sentido e 1, 2, 3 ou 4 nucleotideos de haste-alca podem ser
conjugados individualmente a um ligante de alvejamento.

[0168] Em algumas modalidades, € desejavel alvejar um
oligonucleotideo que reduz a expressao de HMGB1 aos hepatdcitos do
figado do individuo. Qualquer porcdo adequada de alvejamento de
hepatdcito pode ser usada para este propadsito.

[0169] GalNAc é um ligante de alta afinidade para o receptor de
asialoglicoproteina (ASGPR), que € principalmente expresso na
superficie sinusoidal de hepatdcitos e tem um papel importante na
ligacdo, internalizacdo e eliminacdo subsequente de glicoproteinas
circulantes que contém galactose terminal ou N- residuos de
acetilgalactosamina (asialoglicoproteinas). A conjugacéo (indireta ou
direta) de fracBes GalNAc para oligonucleotideos da presente revelacéo
pode ser usada para alvejar esses oligonucleotideos para o0 ASGPR
expresso nesses hepatocitos.

[0170] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo da presente
revelacdo € conjugado diretamente ou indiretamente a um GalNAc
monovalente. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo &
conjugado diretamente ou indiretamente a mais do que um GalNAc

monovalente (por exemplo, € conjugado a 2, 3, ou 4 por¢cdes GalNAc
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monovalente, e é tipicamente conjugado a 3 ou 4 por¢des GalNAc
monovalente). Em algumas modalidades, um oligonucleotideo da
presente revelacdo € conjugado a uma ou mais porcbes GalNAc
bivalente, GalNAc trivalente, ou GalNAc tetravalente.

[0171] Em algumas modalidades, 1 ou mais (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5 ou 6) nucleotideos de um oligonucleotideo sdo, cada um,
conjugados a uma fracdo GalNAc. Em algumas modalidades, 2 a 4
nucleotideos da alca (L) da haste-alca sédo, cada um, conjugados a um
GalNAc separado. Em algumas modalidades, os ligantes de
alvejamento sdo conjugados a 2 a 4 nucleotideos em ambas as
extremidades da filamento de sentido ou anti-sentido (por exemplo, os
ligantes sdo conjugados a uma saliéncia ou extensdo de 2 a 4
nucleotideos na extremidade 5 ou 3’ da filamento de sentido ou
filamento anti-sentido) de modo que as por¢cdes GalNAc se assemelhem
as cerdas de uma escova de dentes e o oligonucleotideo se assemelhe
a uma escova de dentes. Por exemplo, um oligonucleotideo pode
compreender uma haste-al¢ca na extremidade 5’ ou 3’ do filamento de
sentido e 1, 2, 3 ou 4 nucleotideos da haste-alca podem ser
individualmente conjugados a uma fracdo GalNAc. Em algumas
modalidades, as fracBes GalNAc sédo conjugadas a um nucleotideo da
filamento de sentido. Por exemplo, quatro fragdes GalNAc podem ser
conjugadas a nucleotideos no tetraloop da filamento de sentido, onde
cada fracdo GalNAc é conjugada a um nucleotideo.

[0172] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo nesta
invencao compreende um GalNAc monovalente ligado a um nucleotideo
de Guanidina, referido como [ademG-GalNAc] ou 2'-

aminodietoximetanol-Guanidina-GalNAc, como representado abaixo:
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[0173] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo nesta
invencdo compreende um GalNAc monovalente ligado a um nucleotideo
de adenina, referido como [ademA-GalNAc] ou 2’-aminodietoximetanol-

Adenina-GalNAc, como representado abaixo.

[0174] Um exemplo de tal conjugacéo é mostrado abaixo para uma
alca compreendendo de 5' a 3' da sequéncia de nucleotideo GAAA (L =
ligante, X = heteroatomo) pontos de fixacdo de haste sdo mostrados.

Uma tal alca pode estar presente, por exemplo, nas posi¢des 27 a 30

das moléculas mostradas na FIGURA 1B. Na formula quimica, S é
usado para descrever um ponto de fixacdo ao filamento de

oligonucleotideo.
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[0175] Métodos ou quimica apropriados (por exemplo, quimica de
cliqgue) podem ser usados para ligar um ligante de alvejamento a um
nucleotideo. Em algumas modalidades, um ligante de alvejamento é
conjugado a um nucleotideo usando um ligante de cligue. Em algumas
modalidades, um ligante a base de acetal € usado para conjugar um
ligante de alvejamento a um nucleotideo de qualquer um dos
oligonucleotideos aqui descritos. Os ligantes a base de acetal sdo
revelados, por exemplo, na publicacdo de patente internacional
W02016100401, cujos conteudos relacionados a tais ligantes sdo aqui
incorporados por referéncia. Em algumas modalidades, o ligante € um
ligante labil. No entanto, em outras modalidades, o ligante é estavel. Um
“ligante Iabil” refere-se a um ligante que pode ser clivado, por exemplo,
por pH acido. Um “ligante estavel”’ se refere a um ligante que ndo pode

ser clivado.
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[0176] Um exemplo € mostrado abaixo para uma alca
compreendendo de 5" a 3' dos nucleotideos GAAA, em que porcdes
GalNAc séo ligadas aos nucleotideos da alca usando um ligante de

acetal. Uma tal alca pode estar presente, por exemplo, nas posi¢coes 27

a 30 das moléculas descritas na FIGURA 10. Na formula quimica, }{

€ um ponto de fixacdo ao filamento de oligonucleotideo.
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[0177] Qualquer método ou quimica apropriados (por exemplo,

guimica de cligue) pode ser usado para ligar um ligante de alvejamento
a um nucleotideo. Em algumas modalidades, um ligante de alvejamento

€ conjugado a um nucleotideo usando um ligante de clique. Em algumas
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modalidades, um ligante a base de acetal € usado para conjugar um
ligante de alvejamento a um nucleotideo de qualquer um dos
oligonucleotideos aqui descritos. Os ligantes a base de acetal séo
revelados, por exemplo, na publicacdo de patente internacional
W02016100401, cujos conteudos relacionados a tais ligantes sdo aqui
incorporados por referéncia. Em algumas modalidades, o ligante € um
ligante labil. Em outras modalidades, o ligante é estavel.

[0178] Em algumas modalidades, uma extensao de duplex (por
exemplo, de até 3, 4, 5, ou 6 pares de base em comprimento) é fornecida
entre um ligante de alvejamento (por exemplo, uma por¢cao GalNAc) e
um oligonucleotideo de filamento duplo.

Formulacdes

[0179] Vérias formulacdes foram desenvolvidas para facilitar o uso
de oligonucleotideos. Por exemplo, os oligonucleotideos podem ser
entregues a um individuo ou um ambiente celular usando uma
formulacdo que minimiza a degradacdo, facilita a liberacdo e/ou
absorcdo, ou fornece outra propriedade benéfica para os
oligonucleotideos na formulacdo. Em algumas modalidades, sao
fornecidas aqui composicées compreendendo oligonucleotideos (por
exemplo, oligonucleotideos de filamento Unico ou duplo) para reduzir a
expressdo de HMGBL1. Essas composi¢cdes podem ser adequadamente
formuladas de modo que, quando administradas a um individuo, seja no
ambiente imediato de uma célula alvo ou sistemicamente, uma porcao
suficiente dos oligonucleotideos entre na célula para reduzir a
expressédo de HMGB1. Qualquer uma de uma variedade de formulacdes
de oligonucleotideos adequadas pode ser usada para liberar
oligonucleotideos para a reducdo de HMGB1 como aqui revelado. Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo é formulado em solucdes
tampéo, como solucdes salinas tamponadas com fosfato, lipossomas,

estruturas micelares e capsideos.
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[0180] As formulacdes de oligonucleotideos com lipideos catidnicos
podem ser utilizadas para facilitar a transfec¢do dos oligonucleotideos
em células. Por exemplo, lipidios catibnicos, tais como lipofectina,
derivados catibnicos de glicerol e moléculas policatidbnicas (por
exemplo, polilisina, podem ser usados. Os lipidios adequados incluem
Oligofectamina, Lipofectamine (Life Technologies), NC388 (Ribozyme
Pharmaceuticals, Inc., Boulder, Colorado.), ou FuGene 6 (Roche), todos
0S quais podem ser usados de acordo com as instru¢des do fabricante.
[0181] Por conseguinte, em algumas modalidades, uma formulacéo
compreende uma nanoparticula de lipideo. Em algumas modalidades,
um excipiente compreende um lipossoma, um lipidio, um complexo
lipidico, uma microesfera, uma microparticula, uma nanosfera ou uma
nanoparticula, ou pode ser formulado de outra forma para administracéao
as células, tecidos, 6rgdos ou corpo de um individuo em necessidade
(ver, por exemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
22nd Ed., Pharmaceutical Press, 2013).

[0182] Em algumas modalidades, as formulacdes aqui reveladas
compreendem um excipiente. Em algumas modalidades, um excipiente
confere a uma composicdo estabilidade aprimorada, absorcéo
aprimorada, solubilidade aprimorada e/ou aprimoramento terapéutico
do ingrediente ativo. Em algumas modalidades, um excipiente € um
agente tamponante (por exemplo, citrato de sédio, fosfato de sédio, uma
base tris ou hidroxido de sédio) ou um veiculo (por exemplo, uma
solucdo tamponada, vaselina, dimetilsulfoxido ou 6leo mineral). Em
algumas modalidades, um oligonucleotideo € liofilizado para estender
sua vida util e, em seguida, transformado em uma solu¢ao antes do uso
(por exemplo, administracdo a um individuo). Consequentemente, um
excipiente em uma composicdo compreendendo qualquer um dos
oligonucleotideos aqui descritos pode ser um lioprotetor (por exemplo,

manitol, lactose, polietilenoglicol ou polivinilpirolidona) ou um
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modificador de temperatura de colapso (por exemplo, dextrano, ficoll ou
gelatina).

[0183] Em algumas modalidades, uma composicédo farmacéutica é
formulada para ser compativel com sua via de administracdo
intencionada. Exemplos de vias de administracdo incluem
administracdo parenteral, por exemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por exemplo, inalacdo), transdérmica (topica),
transmucosa, e retal.

[0184] Composicdes farmacéuticas adequadas para As
composicfes farmacéuticas adequadas para uso injetavel incluem
solucbes aquosas estéreis (quando soluveis em agua) ou dispersdes e
pOs estéreis para a preparacdo extemporanea de solucbes ou
dispersfes injetaveis estéreis. Para administracdo intravenosa, 0s
veiculos adequados incluem soro fisiol6gico, dgua bacteriostatica,
Cremophor EL.TM. (BASF, Parsippany, N.J., EUA) ou solucao salina
tamponada com fosfato (PBS). O transportador pode ser um solvente
ou meio de dispersao contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (por
exemplo, glicerol, propilenoglicol e polietilenoglicol liquido e
semelhantes) e suas misturas adequadas. Em muitos casos, sera
preferivel incluir agentes isotdnicos, por exemplo, aglcares, polialcoois,
tais como manitol, sorbitol, cloreto de s6dio na composicéo. As solucdes
injetaveis estéreis podem ser preparadas incorporando 0sS
oligonucleotideos em uma quantidade necessaria em um solvente
selecionado com um ou uma combinacéo dos ingredientes enumerados
acima, conforme necessario, seguido por esterilizagdo por filtragao.
[0185] Em algumas modalidades, uma composicdo pode conter
pelo menos cerca de 0,1 % do agente terapéutico (por exemplo, um
oligonucleotideo para reduzir a expressao de HMGB1) ou mais, embora
a porcentagem do(s) ingrediente(s) ativo(s) possa ser cerca de 1 % a

cerca 80 % ou mais do peso ou volume da composicao total. Fatores
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como solubilidade, biodisponibilidade, meia-vida biol6gica, via de
administracdo, prazo de validade do produto, bem como outras
consideracdes farmacoldgicas, serdo contemplados por um versado na
técnica de preparacdo de tais formulagdes farmacéuticas e, como tal,
uma variedade de dosagens e regimes de tratamento podem ser
desejaveis.

[0186] Ainda que varias modalidades sejam dirigidas a liberagcéo
alvejada no figado de qualquer um dos oligonucleotideos aqui
revelados, o alvejamento de outros tecidos também é considerado.

IV. Métodos de Uso

Reducéo da Expressdo de HMGB1 em Células

[0187] Em algumas modalidades, métodos sdo fornecidos para
liberar a uma célula uma quantidade eficaz de qualquer um dos
oligonucleotideos aqui revelados para fins de reducéo da expresséo de
HMGBL1 na célula. Os métodos fornecidos neste documento sdo uteis
em qualquer tipo de célula apropriado. Em algumas modalidades, uma
célula €& qualquer célula que expressa HMGB1 (por exemplo,
hepatdcitos, macréfagos, células derivadas de mondcitos, células de
cancer de prostata, células do cérebro, tecido enddcrino, medula dssea,
nodulos linfaticos, pulméo, vesicula biliar, figado, duodeno, intestino
delgado, pancreas, rim, trato gastrointestinal, bexiga, tecido adiposo e
mole e pele). Em algumas modalidades, a célula € uma célula primaria
que foi obtida de um individuo e que pode ter passado por um ndamero
limitado de passagens, de modo que a célula mantenha
substancialmente suas propriedades fenotipicas naturais. Em algumas
modalidades, uma célula a qual o oligonucleotideo € entregue é ex vivo
ou in vitro (por exemplo, pode ser entregue a uma célula em cultura ou
a um organismo no qual a célula reside). Em modalidades especificas,
sao fornecidos métodos para liberar a uma célula uma quantidade eficaz

de qualquer um dos oligonucleotideos aqui revelados para fins de
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reducdo da expressdo de HMGB1 apenas em hepatdcitos.

[0188] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos aqui
revelados podem ser introduzidos usando meétodos de liberacdo de
acido nucleico apropriados, incluindo injecdo de uma solugéo contendo
os oligonucleotideos, bombardeio por particulas cobertas pelos
oligonucleotideos, expondo a célula ou organismo a uma solucéo
contendo os oligonucleotideos ou eletroporacdo de membranas
celulares na presenca dos oligonucleotideos. Outros métodos
apropriados para a liberacéo de oligonucleotideos as células podem ser
usados, tais como transporte de carreadores mediados por lipidios,
transporte mediado por produtos quimicos e transfec¢éo de lipossomas
catidnicos, tais como fosfato de calcio e outros.

[0189] As consequéncias da inibicdo podem ser confirmadas por
um ensaio apropriado para avaliar uma ou mais propriedades de uma
célula ou individuo, ou por técnicas bioquimicas que avaliam moléculas
indicativas de expressédo de HMGBL1 (por exemplo, RNA, proteina). Em
algumas modalidades, a extensdo em que um oligonucleotideo
fornecido neste documento reduz os niveis de expressao de HMGB1 é
avaliada comparando os niveis de expressao (por exemplo, mMRNA ou
niveis de proteina de HMGB1 a um controle apropriado (por exemplo,
um nivel de expressdo de HMGB1 em uma célula ou populacdo de
células para as quais um oligonucleotideo nao foi entregue ou para as
quais um controle negativo foi entregue). Em algumas modalidades, um
nivel de controle apropriado da expressdo de HMGB1 pode ser um nivel
ou valor predeterminado, de modo que um nivel de controle n&o precise
ser medido a cada tempo. O nivel ou valor predeterminado pode
assumir uma variedade de formas. Em algumas modalidades, um nivel
ou valor predeterminado pode ser um valor de corte Unico, como uma
mediana ou média.

[0190] Em algumas modalidades, a administragdo de um
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oligonucleotideo como aqui descrito resulta em uma reducéo no nivel
de expressdo de HMGB1 em uma célula. Em algumas modalidades, a
reducdo em niveis de expressdo de HMGBL1 pode ser uma reducéo para
1 % ou mais baixo, 5 % ou mais baixo, 10 % ou mais baixo, 15 % ou
mais baixo, 20 % ou mais baixo, 25 % ou mais baixo, 30 % ou mais
baixo, 35 % ou mais baixo, 40 % ou mais baixo, 45 % ou mais baixo, 50
% ou mais baixo, 55 % ou mais baixo, 60 % ou mais baixo, 70 % ou
mais baixo, 80 % ou mais baixo, ou 90 % ou mais baixo em comparacao
a um nivel de controle apropriado de HMGB1. O nivel de controle
apropriado pode ser um nivel de expressdo de HMGB1 em uma célula
ou populacédo de células que foi contatada com um oligonucleotideo
como aqui descrito. Em algumas modalidades, o efeito de liberacao de
um oligonucleotideo a uma célula de acordo com um método aqui
revelado é avaliado depois de um periodo de tempo finito. Por exemplo,
niveis de HMGB1 podem ser analisados em uma célula pelo menos 8
horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas; ou pelo menos um, dois, trés,
guatro, cinco, seis, sete, ou quatorze dias depois de introducao do
oligonucleotideo na célula.

[0191] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo é entregue
na forma de um transgene que € projetado para expressar em uma
célula os oligonucleotideos (por exemplo, suas filamentos de sentido e
anti-sentido). Em algumas modalidades, um oligonucleotideo é
entregue usando um transgene que € projetado para expressar
qualquer oligonucleotideo aqui revelado. Os transgenes podem ser
entregues usando vetores virais (por exemplo, adenovirus, retrovirus,
virus vaccinia, poxvirus, virus adeno-associado ou virus herpes
simplex) ou vetores néo virais (por exemplo, plasmideos ou mRNAs
sintéticos). Em algumas modalidades, os transgenes podem ser
injetados diretamente em um individuo.

Métodos de Tratamento
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[0192] Aspectos da revelacao se referem a métodos para reduzir a
expressdo de HMGBL1 para atenuar o inicio ou progresséo da fibrose
hepatica em um individuo. Em algumas modalidades, os métodos
podem compreender a administracdo a um individuo em necessidade
de uma quantidade eficaz de qualquer um dos oligonucleotideos aqui
revelados. Esses tratamentos podem ser usados, por exemplo, para
retardar ou interromper qualquer tipo de fibrose hepatica. A presente
revelacdo fornece métodos profilaticos e terapéuticos de tratamento de
um individuo em risco de (ou suscetivel a) uma doenca ou transtorno
associado a fibrose hepatica e/ou inflamacédo hepatica.

[0193] Os compostos da invencao tém como alvo seletivo o mRNA
de HMGB1 exclusivamente no figado. Em comparacdo com outras
terapias NASH, espera-se que esta seletividade aumente a poténcia dos
inibidores de HMGB1 das invengbes enquanto diminui as interacoes
fora do alvo e os efeitos colaterais potenciais.

[0194] Em certos aspectos, a revelacado fornece um método para
prevenir, em um individuo, uma doenca ou transtorno, conforme descrito
neste documento, pela administracdo ao individuo de um agente
terapéutico (por exemplo, um oligonucleotideo ou vetor ou transgene
gue codifica 0 mesmo). Em algumas modalidades, o individuo a ser
tratado € um individuo que se beneficiara terapeuticamente de uma
reducdo na quantidade de proteina HMGB1, por exemplo, no figado. Os
individuos em risco para a doenca ou transtorno podem ser identificados
por, por exemplo, um ou uma combinacao de ensaios de diagndstico ou
prognostico conhecidos na técnica (por exemplo, identificacdo de
fiborose hepética e/ou inflamagédo hepatica). A administracdo de um
agente profilatico pode ocorrer antes da deteccdo ou da manifestagéo
de sintomas caracteristicos da doenca ou transtorno, de modo que a
doenca ou transtorno seja prevenido ou, alternativamente, retardado em

sua progressao.
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[0195] Em algumas modalidades, a revelacdo fornece meétodos
para usar oligonucleotideos de RNAI da invencéo para tratar individuos
tendo ou suspeitos de terem condicbes hepaticas tais como, por
exemplo, doenca hepdtica colestatica, doenca hepética gordurosa nédo
alcoolica (NAFLD) e esteato-hepatite ndo alcoodlica (NASH).

[0196] Em algumas modalidades, a revelacdo fornece
oligonucleotideos de RNAI aqui descritos para 0 uso no tratamento de
individuos tendo ou suspeitos de terem condi¢cBes hepaticas tais como,
por exemplo, doenca hepatica colestatica, NAFLD e NASH.

[0197] Em algumas modalidades, a revelacao fornece RNAI para a
preparacdo de um medicamento para o tratamento de individuos tendo
ou suspeitos de terem condi¢cdes hepaticas tais como, por exemplo,
doenca hepatica colestatica, NAFLD e esteato-hepatite ndo alcodlica
NASH.

[0198] Os métodos aqui descritos envolvem tipicamente a
administracdo a um individuo de uma quantidade eficaz de um
oligonucleotideo, isto €, uma quantidade capaz de produzir um resultado
terapéutico desejavel. Uma quantidade terapeuticamente aceitavel
pode ser uma quantidade que é capaz de tratar uma doenca ou
transtorno. A dosagem apropriada para qualquer individuo dependera
de certos fatores, incluindo o tamanho do individuo, area de superficie
corporal, idade, a composicao particular a ser administrada, o(S)
ingrediente(s) ativo(s) na composicao, tempo e via de administragao,
saude geral, e outras drogas sendo administradas simultaneamente.
[0199] Em algumas modalidades, um individuo é administrado com
gualquer uma das composi¢des aqui reveladas, quer entericamente (por
exemplo, oralmente, por tubo de alimentacdo gastrica, por tubo de
alimentacao duodenal, via gastrostomia ou retal), parenteralmente (por
exemplo, inje¢cdo subcutanea, injecado intravenosa ou infuséo, injecao

intra-arterial ou infusdo, infusdo intradssea, injecdo intramuscular,
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injecdo intracerebral, injecdo intracerebroventricular, intratecal),
topicamente (por exemplo, epicutanea, inalatéria, via colirio ou através
de uma membrana mucosa), ou por injecdo direta em um oOrgao-alvo
(por exemplo, o figado de um individuo). Normalmente, o0s
oligonucleotideos aqui revelados sdo administrados por via intravenosa
ou subcutanea.

[0200] Como um conjunto ndo limitativo de exemplos, o0s
oligonucleotideos da presente revelacdo seriam tipicamente
administrados trimestralmente (uma vez a cada trés meses), bimestral
(uma vez a cada dois meses), mensalmente ou semanalmente. Por
exemplo, os oligonucleotideos podem ser administrados todas as
semanas ou em intervalos de duas ou trés semanas. Em algumas
modalidades, o0s oligonucleotideos podem ser administrados
diariamente.

[0201] Em algumas modalidades, o individuo a ser tratado € um
individuo humano ou de primata ndo humano ou outro mamifero. Outros
individuos exemplares incluem animais domesticados tais como caes e
gatos; animais de criagdo tais como cavalos, gado, porcos, ovelha,
cabras, e galinhas; e animais tais como camundongos, ratos,
porquinhos-da-india, e hamsters.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Atividade in vivo de oligonucleotideos de HMGB1
conjugados a GalNAc

[0202] Os oligonucleotideos de HMGB1 usados neste exemplo
foram projetados para se ligar a sequéncias conservadas identificadas
pelo algoritmo em sequéncias humanas, de macaco (ambos rhesus) e
de camundongo (sequéncias “triplas comuns”). Neste estudo, trés
sequéncias de oligonucleotideos triplos comuns (S31-AS18, S35-AS22
e S36-AS23) foram testadas em 3 padrdoes de modificacdo diferentes

(M1, M2 e M3, ver Figuras 1A e 1B). Os oligonucleotideos foram
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administrados por via subcutanea a camundongos CD-1 a 1 mg/kg e os
camundongos foram sacrificados no dia 5 ap6s a administracéo.
Amostras de figado foram obtidas e o RNA foi extraido para avaliar os
niveis de mMRNA de HMGBL1 por gPCR (normalizado para HPRT1-F576
(gene de manutencéo). Os niveis de mMRNA de HMGB1 remanescentes
foram interrogados usando ensaios de gPCR baseados em TAQMAN®.
[0203] A gPCR foi realizada usando dois iniciadores diferentes
especificos para diferentes regibes no mRNA de HMGB1. A gPCR
realizada usando o iniciador na extremidade 5 em relagdo ao outro
iniciador foi designada “qPCR 5. Da mesma forma, a qPCR realizada
usando o iniciador na extremidade 3’ em relagéo ao outro iniciador foi
designada “gPCR 3”. Neste experimento, um ensaio de gPCR 3’
(usando o iniciador MMHMGB1-F1541) foi usado. Os dados mostraram
gue todos os oligonucleotideos de HMGBL1 testados eram potentes em
HMGB1 knockdown 5 dias apds a administracdo, conforme indicado
pela quantidade reduzida de mRNA de HMGB1 remanescente no figado
de camundongos (normalizado para um tratamento de controle de PBS)
(FIGURA 1A).

[0204] Dois oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc
com diferentes padrbes de modificacdo (S31-AS18-M3 e S35-AS22-M2)
foram ainda testados em uma analise de resposta a dose, usando o
composto de ferramenta S36-AS23-M2 como controle. Os trés
oligonucleotideos foram administrados por via subcutdnea a
camundongos CD-1 em trés dosagens diferentes (0,5 mg/kg, 1 mg/kg e
2 mg/kg). Os camundongos foram sacrificados no dia 5 apés a
administracdo. Amostras de figado foram obtidas e o RNA foi extraido
para avaliar os niveis de mMRNA de HMGB1 por gPCR (normalizado para
HPRT1-F576 (gene de manutencéo). Os niveis de mRNA de HMGB1
remanescentes foram interrogados usando ensaios de qPCR baseados

em TAQMAN® (um ensaio 3’, conforme descrito acima foi utilizado). Os
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resultados mostram que os dois oligonucleotideos de HMGBL1
conjugados a GalNAc testados, em ambos os padrdes de modificacao,
reduziram o nivel de mRNA de HMGB1 do figado no figado de
camundongos (FIGURA 2). Todos os oligonucleotideos mostraram
ED50s de ~ 0,5-1,0 mg/kg, especialmente se 0’ piso’ hdo hepatdcito for
considerado.

[0205] Os dois oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc
com diferentes padrbes de modificacdo (S31-AS18-M3 e S35-AS22-M2)
foram entéo testados in vivo em um estudo de duracgéo para avaliar sua
atividade na inibicado da expressao de HMGB1 em camundongos. PBS
foi usado como controle negativo, e o0 composto de ferramenta S36-
AS23-M2 foi usado como controle positivo neste experimento. Os
oligonucleotideos foram administrados por via subcutanea a
camundongos CD-1 a 1 mg/kg e os camundongos foram sacrificados
nos dias 7, 14, 21 e 28 apods a administracdo. Amostras de figado foram
obtidas e o RNA foi extraido para avaliar os niveis de mMRNA de HMGB1
por gPCR (normalizado para o gene de manutencdo HPRT1-F576). Um
ensaio 3’ conforme descrito acima foi usado. Os dados mostraram que
todos os oligonucleotideos de HMGB1 testados foram potentes em
knockdown HMGB1 3 semanas apos a inje¢cdo, mesmo com 1 mg/kg de
dose Unica, conforme indicado pela quantidade reduzida de mRNA de
HMGB1 remanescente no figado de camundongos nos dias 7, 14, 21 e
28 (normalizado para um tratamento de controle de PBS) (FIGURA 3).

Exemplo 2: Triagem in vitro adicional de novas sequéncias de
oligonucleotideos de HMGB1 de RNAI para identificar oligonucleotideos
de RNAI adicionais que inibem a expresséo de HMGB1

[0206] 288 oligonucleotideos de HMGB1 de RNAI triplos comuns
adicionais (ver Tabela 4 para sequéncias) foram triados em um ensaio
de atividade in vitro para identificar sequéncias de oligonucleotideos de

RNAI adicionais que s&o eficazes em inibir a expresséo de HMGB1
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(Figuras 4A a 4F). Neste ensaio, células Huh-7 foram transfectadas com
os oligonucleotideos indicados. As células foram mantidas por 24 h apos
a transfeccéo, os RNAs foram isolados usando o tampéao de preparacao
de amostra RT-gPCR iScript. mMRNA de HMGB1 foram interrogados
usando ensaios de gPCR com base em TAQMAN®. Dois ensaios de
gPCR, um ensaio em 5 e um ensaio em 3', foram usados para
determinar os niveis de mRNA como medido por HEX (gene
housekeeping - HPRT-F576/SFRS9-F594) e sondas de FAM,
respectivamente.

[0207] A porcentagem de mRNA remanescente € mostrada para
cada um do ensaio em 5' (vermelho) e do ensaio em 3' (azul).
Oligonucleotideos com a porcentagem mais baixa de mMRNA
remanescente em comparagcao a controles de transfeccéo simulada
foram considerados hits. Oligonucleotideos com baixa
complementaridade ao genoma humano foram usados como controles
negativos.

[0208] Vinte e duas (22) novas sequéncias identificadas na triagem
foram feitas em oligonucleotideos tetraloop conjugados a GalNAc (ver
Tabela 2 e Tabela 5 para sequéncias) com dois padrdes de modificacdo
diferentes (M2 e M3, respectivamente) e suas atividades in vivo em
reduzir o nivel de mRNA de HMGB1 do figado foram testados. PBS foi
usado como controle negativo, e o0 composto de ferramenta em dois
padroes de modificacdo diferentes (S36-AS23-M2 e S36-AS23-M3)
foram wusados como controle positivo neste experimento. Os
oligonucleotideos foram administrados por via subcutidnea a
camundongos CD-1 a 1 mg/kg, e os camundongos foram sacrificados
no dia 5 ap6s a administracdo. Amostras de figado foram obtidas e o
RNA foi extraido para avaliar os niveis de mRNA de HMGB1 por qPCR
(normalizado para HPRT1-F576 (gene Housekeeping). Os niveis de

MRNA de HMGB1 remanescentes foram interrogados usando ensaios
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de gPCR baseados em TAQMAN® (foi usado o ensaio 3). os resultados
mostram que 0s novos oligonucleotideos conjugados a GalNAc tinham
diferentes niveis de atividade na inibicdo de HMGB1 do figado e 7 novos
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc (conforme indicado
pela seta, S27-AS14, S28-AS15, S29-AS16, S30-AS17, S32 -AS19,
S33-AS20 e S34-AS21) foram selecionados para serem incluidos no
estudo de duragéo de knockdown, se pelo menos 50 % de supressao
de mRNA de HMGBL1 for alcancada 3 semanas ap0s uma dose Unica
de 3 a 5 mg/kg em camundongos (FIGURA 5).

[0209] Para o0 ensaio de duracdo de knockdown, os 7 novos
oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc (S27-AS14, S28-
AS15, S29-AS16, S30-AS17, S32-AS19, S33-AS20 e S34-AS21) com
modificacdes diferentes padrées (M2 ou M3) foram testados e
comparados com dois oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a
GalNAc previamente identificados (S31-AS18-M3 e S35-AS22-M2).
PBS foi usado como controle negativo e o composto de ferramenta S36-
AS23-M2 foi usado como controle positivo. Os oligonucleotideos foram
administrados por via subcutanea a camundongos CD-1 a 4 mg/kg e os
camundongos foram sacrificados no dia 21 apds a administracao.
Amostras de figado foram obtidas e 0 RNA foi extraido para avaliar os
niveis de mRNA de HMGB1 por qPCR (normalizado para HPRT1-F576
(gene Housekeeping). Os niveis de mMRNA de HMGB1 remanescentes
foram interrogados usando ensaios de qPCR baseados em TAQMAN®
(ensaio 3’ foi usado). a porcentagem de mMRNA de HMGB1
remanescente no figado 21 dias apds a administracdo dos
oligonucleotideos, normalizados para tratamento de controle de PBS, é
mostrado na FIGURA 6. Todos os oligonucleotideos de HMGB1
testados foram potentes em knockdown HMGB1 3 semanas apoés a
injecao.

Exemplo 3: Teste de oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a
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GalNAc em hepatdcitos primarios de macaco ou humanos

[0210] Os oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc
testados nesta experiéncia foram mostrados na FIGURA 7. Também
mostrado na FIGURA 7 é um oligonucleotideo LDHA conjugado a
GalNAc para uso como controle positivo. Neste ensaio, 0s
oligonucleotideos de HMGB1 de conjugados de GalNAc foram
entregues por captacdo mediada pelo receptor ASGPR nas células do
hepatdcito primario de macaco (Figuras 8A e 8B) ou nas hepatdcitos
humanos (FIGURA 8C).

[0211] As células foram mantidas por 24 horas apoés a liberacdo dos
oligonucleotideos. O RNA foi extraido para avaliar os niveis de mRNA
de HMGB1 por gPCR (normalizado para RhPPIB (gene Housekeeping)
para hepatocitos de macaco e HPRT1-F576 (gene Housekeeping) para
hepatdcitos humanos). Os niveis de mRNA de HMGB1 remanescentes
foram interrogados usando ensaios de gPCR baseados em TAQMAN®.
Ensaio de gPCR RhMHGB1-F457 (Figuras 8A e 8B) e ensaio
HsHMGB1-F81 (FIGURA 8C) foram usados. O oligonucleotideo LDHA-
1360 conjugado a GalNAc foi usado como controle do ensaio (FIGURA
8D) e o nivel de mRNA de LDHA remanescente foi medido pelo ensaio
RhLDHA-F887 gPCR. Curvas IC50 de RhHMGB1, normalizadas para
tratamento simulado, sdo mostradas.

[0212] Quatro oligonucleotideos de HMGB1 conjugados a GalNAc
exemplares (S27-AS14-M2, S33-AS20-M2, S35-AS22-M2, e S37-
AS24-M2) foram ainda testados in vivo em primatas ndo humanos
(macacos) para sua atividade no knockdown de HMGB1. PBS foi usado
como controle negativo, e o composto de ferramenta S36-AS23-M2 foi
usado como controle positivo neste experimento. As estruturas de S27-
AS14-M2, S33-AS20-M2, S35-AS22-M2 e S36-AS23-M2 estédo
representadas na FIGURA 7.

[0213] Os oligonucleotideos foram administrados por via
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subcutanea a primatas ndo humanos a 4 mg/kg, uma dose Unica, ou 2
mg/kg, 4 doses repetidas. Bidpsias de figado de macaco foram feitas
em cada momento apos a administragdo. Amostras de figado foram
obtidas e o RNA foi extraido para avaliar os niveis de mMRNA de HMGB1
por qPCR. As percentagens de mRNA de HMGB1 remanescente no
figado de macaco 7, 14, 25, 54, 81 e 112 dias ap0s a administracao,
normalizado para o tratamento de controle de PBS, sdao mostradas
(Figuras 9A-9B). Os resultados mostram que todos os oligonucleotideos
testados reduziram significativamente o nivel de mMRNA de HMGB1 do
figado 25 dias apés a administracdo. Com 4 doses repetidas de 2 mg/kg,
o efeito knockdown de HMGB1 durou 112 dias (FIGURA 9B).

Exemplo 4. Comparacédo de oligonucleotideos de HMGB1 de RNAi em
hepatdcitos primarios de macaco/humanos

[0214] A atividade de cinco oligonucleotideos de RNAI de filamento
duplo HMGB1 (S866-AS887, S869-AS878, S116-AS490, S117-AS491,
S871-AS880 e S872-AS881 na Tabela 4) foram comparadas em
camundongos, macacos e humanos linhas de celular. PBS foi usado
como controle negativo, e 0 composto de ferramenta S36-AS23-M2 foi
usado como controle positivo neste experimento. Neste ensaio, células
de camundongo (células Hepal-6, Figuras 10A e 10B), células de
macaco (células LLC-MK2, Figuras 10C e 10D) e células humanas
(Huh-7, Figuras 10E e 10F) foram transfectadas com o0s
oligonucleotideos indicados, respectivamente. As células foram
mantidas por 24 horas apos a transfeccdo, os RNAs foram isolados
usando o tampdao de preparacdo de amostra iScript RT-gPCR. O mRNA
de HMGBL1 foi interrogado usando ensaios de gPCR baseados em
TAQMAN®. Dois ensaios de gPCR, um ensaio 5 ' (Figuras 10A, 10C e
10E) e um ensaio 3 FIG (Figuras 10B, 10D e 10F), foram usados para
determinar os niveis de mMRNA medidos por HEX (gene de manutencao

- HPRT- F576) e sondas FAM, respectivamente. Os oligonucleotideos
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210, 840, 852, 853 mostram mais de 80 % de knockdown em
concentragdes de 0,1 nM e 1 nM em ambos o0s ensaios na linha de
células de camundongo (Figuras 10A e 10B). Todos os
oligonucleotideos de RNAI exibem mais de 80 % KD em concentracdes
de 0,1 nM e 1 nM (Figuras 10C e 10D). Os oligonucleotideos 210, 840,
852, 853, 932 mostram melhor poténcia com mais de ~ 90 % KD em
concentracdes de 0,1 nM e 1 nM na linha de células humanas (Figuras
10E e 10F).

Exemplo 5: Teste de GalXC-HMGB1 para seletividade de HMGB1
[0215] A seletividade dos oligonucleotideos de HMGB1 conjugados
a GalNAc S27-AS14-M2, S33-AS20-M2, S35-AS22-M2 e S36-AS23-M2
contra HMGB1, HMGB2 e HMGBS3 foram testados em hepatdcitos
humanos. As estruturas de S27-AS14-M2, S33-AS20-M2, S35-AS22-
M2 e S36-AS23-M2 sédo representadas na FIGURA 7. Um
oligonucleotideo LDHA conjugado a GalNAc para uso como controle
positivo. As células Huh-7 foram transfectadas com os
oligonucleotideos indicados com 8 concentracfes diferentes (diluicdo
de 4 vezes com 8 pontos, a concentracdo mais elevada € 1 nM). As
células foram mantidas por 24 horas apés a transfeccdo, os RNAs foram
isolados usando o tampao de preparacédo de amostra iScript RT-qPCR.
O mRNA de HMGBL foi interrogado usando ensaios de qPCR baseados
em TAQMANG®. Ensaio de 5 ' gPCR usado para determinar os niveis de
MRNA medidos por HEX (gene de manutencdo - SFRS9) e sondas
FAM, respectivamente. Curvas IC50 de HMGB1 (FIGURA 11A),
HMGB2 (FIGURA 11B) e HMGB3 (FIGURA 11C), normalizado para
tratamento simulado, sdo mostradas. Todos o0s quatro conjugados
testados tinham valores de IC50 semelhantes para HMGB1 (FIGURA
11A). Nenhum dos conjugados (incluindo o oligonucleotideo de controle
LDHA) teve qualquer efeito do nivel de mRNA de HMGB2 (FIGURA
11B) ou nivel de mRNA de HMGB3 (FIGURA 11C).
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Exemplo 6: Materiais e Métodos

Transfeccgéo

[0216] Para a primeira triagem, Lipofectamine RNAIMAX ™ foi
usado para complexar os oligonucleotideos para transfeccao eficiente.
Os oligonucleotideos, RNAIMAX e Opti-MEM foram adicionados a uma
placa e incubados a temperatura ambiente por 20 minutos antes da
transfeccdo. O meio foi aspirado de um frasco de células de passagem
ativa e as células foram incubadas a 37 °C na presenca de tripsina por
3-5 minutos. Depois que as células ndao aderiram mais ao frasco, 0 meio
de crescimento celular (sem penicilina e estreptomicina) foi adicionado
para neutralizar a tripsina e suspender as células. Uma aliquota de 10
uL foi removida e contada com um hemocitémetro para quantificar as
células por milimetro. Para células HelLa, 20.000 células foram
semeadas por poco em 100 pL de meio. A suspenséo foi diluida com a
concentracao de células conhecida para obter o volume total necesséario
para o numero de células a serem transfectadas. A suspensédo de
células diluida foi adicionada as placas de transfeccao de 96 pocos, que
ja continham os oligonucleotideos em Opti-MEM. As placas de
transfeccao foram entéo incubadas durante 24 horas a 37 °C. Apés 24
horas de incubacéo, o meio foi aspirado de cada poco. As células foram
lisadas usando o tampao de lise do kit Promega RNA Isolation. O
tampéo de lise foi adicionado a cada poco. As células lisadas foram
entdo transferidas para o Corbett XtractorGENE (QIAxtractor) para
isolamento de RNA ou armazenadas a -80 °C.

[0217] Para triagens e experiéncias subsequentes, por exemplo, 0
triagem secundario, Lipofectamine RNAIMAXx foi utilizado para
complexar os oligonucleotideos para transfeccdo reversa. Os
complexos foram feitos pela mistura de RNAIMAX e siRNAs em meio
OptiMEM por 15 minutos. A mistura de transfeccao foi transferida para

placas de multiplos pocos e suspensdo de células foi adicionada aos
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pocos. Apos 24 horas de incubacao, as células foram lavadas uma vez
com PBS e depois lisadas usando tampao de lise do kit Promega SV96.
O RNA foi purificado usando as placas SV96 em um coletor de vacuo.
Quatro microlitros do ARN purificado foram entdo aquecidos a 65 °C
durante 5 minutos e arrefecidos a 4 °C. O RNA foi entdo usado para a
transcricdo reversa usando o kit High Capacity Reverse Transcription
(Life Technologies) em uma reacéo de 10 microlitros. O cDNA foi entao
diluido para 50 pL com agua livre de nuclease e usado para PCR
guantitativo com ensaios de endonuclease 5 multiplexados e SSoFast
gPCR mastermix (Bio-Rad laboratories).

Sintese de cDNA

[0218] O RNA foi isolado de células de mamiferos em cultura de
tecidos usando o Corbett X-tractor Gene ™ (QIAxtractor). Um protocolo
SuperScript Il modificado foi usado para sintetizar cDNA a partir do RNA
isolado. O RNA isolado (aproximadamente 5 ng/uL) foi aquecido a 65
°C por cinco minutos e incubado com dNPs, hexameros aleatérios, oligo
dTs e 4gua. A mistura foi arrefecida durante 15 segundos. Uma “mistura
de enzimas”, consistindo em &gua, tampédo de primeiro filamento 5X,
DTT, SUPERase*In™ (um inibidor de RNA) e SuperScript || RTase foi
adicionada a mistura. O conteudo foi aquecido a 42 °C durante uma
hora, depois a 70 °C durante 15 minutos e depois arrefecido a 4 °C
utilizando um termociclador. O cDNA resultante foi entdo submetido a
gPCR baseado em SYBR®. As reacdes de gPCR foram multiplexadas,
contendo dois ensaios de endonuclease 5’ por reacao..

Ensaios de gPCR

[0219] Os conjuntos de iniciador foram inicialmente selecionados
usando gPCR baseado em SYBR®. A especificidade do ensaio foi
verificada avaliando as curvas de fusdo, bem como os controles “menos
RT”. Diluicdes de molde de cDNA (diluicbes em série de 10 vezes de 20 ng

e 0,02 ng por reacéo) de células HelLa e Hepal-6 sdo usadas para testar
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ensaios humanos (Hs) e de camundongo (Mm), respectivamente. Os
ensaios de gPCR foram configurados em placas de 384 pocgos, cobertos
com filme MicroAmp e executados no 7900HT da Applied Biosystems. As
concentracfes de reagentes e as condi¢des de ciclo incluiram o seguinte:
mistura SYBR 2x, iniciador direto 10 yM, iniciador reverso 10 uM, DD H20
e modelo de cDNA até um volume total de 10 pL.

[0220] Em alguns casos, conforme observado, gPCR foi realizada
usando ensaios de gPCR baseados em TAQMAN®. As sondas
TAQMAN® tém como alvo duas posic¢des diferentes (5’ e 3’ uma para a
outra) dentro da regido de codificacdo do mRNA alvo (por exemplo,
HMGB1) foram geralmente usadas para fornecer confirmacao adicional
dos niveis de mRNA na analise.

Clonagem

[0221] Os amplicons de PCR que exibiram uma unica curva de
fuséo foram ligados ao kit de vetor pGEM®-T Easy da Promega de
acordo com as instrugcdes do fabricante. Seguindo o protocolo do
fabricante, as células IM109 de alta eficiéncia foram transformadas com
0s vetores recém-ligados. As células foram entdo semeadas em placas
LB contendo ampicilina e incubadas a 37 °C durante a noite para o
crescimento da colonia.

Triagem de PCR e Mini-Prep de Plasmideo

[0222] A PCR foi usada para identificar colénias de E. coli que foram
transformadas com um vetor contendo o amplicon ligado de interesse.
Iniciadores especificos de vetor que flanqueiam a insercdo foram
usados na reacédo de PCR. Todos os produtos de PCR foram entéo
executados em um gel de agarose a 1 % e fotografados por um
transiluminador apds a coloragcdo. Os géis foram avaliados
qualitativamente para determinar quais plasmideos pareciam conter um
amplicon ligado do tamanho esperado (aproximadamente 300 pb,

incluindo o amplicon e as sequéncias de vetor de flanqueamento
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especificas para os iniciadores usados).

[0223] As colbnias que foram confirmadas como transformantes por
triagem de PCR foram entdo incubadas durante a noite em culturas
consistindo em 2 mL de caldo LB com ampicilina a 37 °C com agitagao.
As células de E. coli foram entéo lisadas e os plasmideos de interesse
foram isolados usando o kit Mini-Prep da Promega. A concentragao de
plasmideo foi determinada pela absorbancia de UV a 260 nm.
Sequenciamento e Quantificacdo de Plasmideo

[0224] Os plasmideos purificados foram sequenciados usando o kit
de sequenciacdo BigDye® Terminator. O iniciador especifico do vetor,
T7, foi usado para fornecer comprimentos de leitura que abrangem a
insercdo. Os seguintes reagentes foram usados nas reacdes de
sequenciacdo: agua, tampdo de sequenciacdo 5X, mistura de
terminador BigDye, iniciador T7 e plasmideo (100 ng/uL) até um volume
de 10 pL. A mistura foi mantida a 96 °C durante um minuto, depois
submetida a 15 ciclos de 96 °C durante 10 segundos, 50 °C durante 5
segundos, 60 °C durante 1 minuto, 15 segundos; 5 ciclos de 96 °C por
10 segundos, 50 °C por 5 segundos, 60 °C por 1 minuto, 30 segundos;
e 5 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por
2 minutos. As reacOes de terminacdo de corante foram entéo
sequenciadas usando sequenciadores de eletroforese capilar da
Applied Biosystems.

[0225] Os plasmideos verificado por sequéncia foram entéo
guantificados. Eles foram linearizados usando uma Unica endonuclease
de restricdo de corte. A linearidade foi confirmada por eletroforese em
gel de agarose. Todas as diluicbes de plasmideo foram feitas em
tampéo TE (pH 7,5) com 100 pg de tRNA por mL de tampéo para reduzir
a ligacao néo especifica do plasmideo aos frascos de polipropileno.
[0226] Os plasmideos linearizados foram entéo diluidos em série de

1.000.000 a 01 copias por pL e submetidos a gPCR. A eficiéncia do
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ensaio foi calculada e os ensaios foram considerados aceitaveis se a
eficiéncia estivesse na faixa de 90 a 110 %.

Ensaios de Multiplexacdo

[0227] Para cada alvo, os niveis de mRNA foram quantificados por
dois ensaios de nuclease 5’. Em geral, varios ensaios sao selecionados
para cada alvo. Os dois ensaios selecionados exibiram uma
combinacdo de boa eficiéncia, baixo limite de deteccdo e ampla
cobertura 5’ 03’ do gene de interesse (GOI). Ambos 0s ensaios contra
um GOI puderam ser combinados em uma reacao quando diferentes
fluoréforos foram usados nas respectivas sondas. Assim, a etapa final
na validagcdo do ensaio foi determinar a eficiéncia dos ensaios
selecionados quando eles foram combinados no mesmo gPCR ou
“‘multi-plexado”.

[0228] Plasmideos linearizados para ambos 0s ensaios em
diluicbes de 10 vezes foram combinados e qPCR foi realizada. A
eficiéncia de cada ensaio foi determinada como descrito acima. A taxa
de eficiéncia aceita foi de 90 a 110 %.

[0229] Enquanto validando as reagbes multi-plexadas usando
padrées de plasmideo linearizado, valores de Cq para o alvo de
interesse também foram avaliados usando cDNA como o padrdo. Para
alvos humanos ou de camundongo, cDNA de HelLa e Hepal-6 foram
usados, respectivamente. O cDNA, neste caso, foi derivado do RNA
isolado no Corbett (~5 ng/uL em &gua) de células ndo transfectadas.
Deste modo, os valores de Cg observados a partir deste cDNA de
amostra foram representativos dos valores de Cq esperados de uma
transfeccao em placa de 96 pocos. Em casos onde valores de Cqg foram
maiores do que 30, outras linhagens celulares foram buscadas que
exibem niveis de expressdo mais altos do gene de interesse. Uma
biblioteca de RNA total isolado por intermédio de métodos de alto

rendimento no Corbett de cada linhagem humana e de camundongo foi
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gerada e usada para triar quanto a niveis aceitaveis de expressao alvo.
Descricdo da nomenclatura de oligonucleotideo

[0230] Todos os oligonucleotideos aqui descritos sdo designados
como SN1-ASN2-MN3. As designacgdes seguintes se aplicam:

[0231] N1: nimero de identificador de sequéncia da sequéncia de
filamento de sentido

[0232] N2: numero de identificador de sequéncia da sequéncia de
filamento anti-sentido

[0233] N3: numero de referéncia de padrdo de modificacdo, em que
cada namero representa um padrdo de nucleotideos modificados no
oligonucleotideo.

[0234] Por exemplo, S1-AS14-M1 representa um oligonucleotideo
com uma sequéncia de sentido que é apresentada pela SEQ ID NO: 1,
uma sequéncia anti-sentido que é apresentada pela SEQ ID NO: 14, e
gue é adaptada ao padrao de modificacdo namero 1.

Tabela 1: Principais Sequéncias de Oligonucleotideo de RNAIi de

HMGB1

Designac&o para Sentido Seqtféncia deA . CONFORME A | Sequéncia Anti- CONFORME A

(S) - Anti-sentido (A) Senfido/Sequéncia de SEQ ID NO: sentido SEQ ID NO:
mRNA
UGGGCAAAGGAGAUC UUUAGGAUCUCC

S1-AS14 CUAAA 1 UUUGCCCAGG b
AAAGAGAAAUGAAAAC UUAGGUUUUCAU

S2-AS15 CUAA 2 UUCUCUUUGG h
AAGAAGAUGAUGAUG ; UUCAUCAUCAUCA -

S3-AS16 AUGAA UCUUCUUGG
AUGAUGAUGAUGAAU UACUUAUUCAUCA

S4-AS17 AAGUA ) UCAUCAUGG K
GAUGAUGAAUAAGUU 5 GAACCAACUUAUU 8

S5-AS18 GGUUC CAUCAUCGG
UGAAUAAGUUGGUUC UGCUAGAACCAA

S6-AS19 UAGCA ° CUUAUUCAGG A
AAUAAGUUGGUUCUA . UGCGCUAGAACC 2

S7-AS20 GCGCA AACUUAUUGG
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Sequéncia de
Designag&o para Sentido . o CONFORME A | Sequéncia Anti- CONFORME A
(S) - Anti-sentido (A) SentidofSequéncia de SEQID NO: sentido SEQ ID NO:
mRNA
AUAAGUUGGUUCUAG 8 UUGCGCUAGAAC o1
S8-AS21 CGCAA CAACUUAUGG
AGAAAAAAAUUGAAAU 5 UUACAUUUCAAUU -
S9-AS22 GUAA UUUUUCUGG
UUGUUGUUCUGUUAA 10 UUCAGUUAACAG 2
$10-AS23 CUGAA AACAACAAGG
UUCUGAAUGCUUCUA UUACUUAGAAGC
S11-AS24 AGUAA B AUUCAGAAGG 2
CUGAAUGCUUCUAAG 1 UUUUACUUAGAA 25
$12-AS25 UAAAA GCAUUCAGGG
GAAUGCUUCUAAGUA UUAUUUACUUAG
S13-AS26 AAUAA 1 AAGCAUUCGG 2

Tabela 2: Principais sequéncias de oligonucleotideo de HMGB1

conjugado a GalNAc com modificagbes

Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. o Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
[MUS][mG][mG][mG]
[MC]ImA]ImA]IfA]IfG
fG][fAImG][mA][m
IFIAmG]mA [MeFosfonato-40-
UlImC][mC][mU][mA
mUs][fUs][fU][mA]f
UGGGCAAAGGAG |][mA][mA]ImG]ImC][
UUUAGGAUCUCC | G]ImG][fA][mU]ImC][
AUCCUAAAGCAGC | mA]mG][mC][mC][m
S27-AS14-M2 UUUGCCCAGG fU]ImC][mC][mU][fu]
CGAAAGGCUGC | G]jademA-
(SEQID NO: 14) [MU][mG][mC][mC][
(SEQID NO: 27) GalNAc][ademA-
mC][mAs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 814)
GaINAc][mG][mG][m
Cl[mU][mG][mC]
(SEQ ID NO: 788)
[mUs][mG][fG][mG][ [MeFosfonato-40-
UGGGCAAAGGAG
mC][mA][mA][fAllm |UUUAGGAUCUCC | mUs][fUs][fU]fA][fG]
AUCCUAAAGCAGC
S27-AS14-M3 GJIfGImA]IfG][fAllm | UUUGCCCAGG [mG][fA][mU][mC][fU
COARAGELUGC UIImC]mC][fU]ImA][ | (SEQ ID NO: 14 CJ[fC][mU][fu
mCl[m m ; m m m
(SEQ ID NO: 27) IImCl[mC]IfUIImA]L | ( ) {ImCJIfCImUIU][
mA][mA][mG][mC][m UIfG][fC][mC][fC][m
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . Sequéncia de . Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo . B sentido (ndo . B
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJImG][mC][mC][mG As][mGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 815)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
Cl[mU][mG]imC]
(SEQ ID NO: 789)
[mAS][mA]mA][mG][
mA][mG]ImAFAIfAIL
UIGImAIImAlImA [MeFosfonato-40-
[mA][mC][mC][mU][
mUs][fUs][fA][mG][f
AAAGAGAAAUGAA | mA][mA]ImG][mC][m
UUAGGUUUUCAU | G]ImU][fullmU]mU][
AACCUAAGCAGCC | A[mG][mC][mC][mG
S28-AS15-M2 UUCUCUUUGG fC][mA][mU][mU][fU]
GAAAGGCUGC JlademA-
(SEQ ID NO: 15) [MC][mU][mC][mU][
(SEQ ID NO: 28) GalNAc]lademA-
mU][mUs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 816)
GalNAc][mG][mG][m
CllmU][mG]mC]
(SEQ ID NO: 790)
[mAS][mA][fA]ImG][
mA][mG][mA][fAlmA
ImGIFAIEAlImA [MeFosfonato-40-
[MA][mC][fC][mU][m
mUs][fUs][fA][fG][fG]
AAAGAGAAAUGAA | A[mA]mG][mC][mA
UUAGGUUUUCAU | [mU][fU][mU][mU][fC
AACCUAAGCAGCC | |[mG][mC][mC][mG][
S28-AS15-M3 UUCUCUUUGG ImA][fU][mU][fU][m
GAAAGGCUGC ademA-
(SEQ ID NO: 15) CJ[fU[fC]ImU][fU]Im
(SEQ ID NO: 28) GalNAc][ademA-
Us][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 817)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]ImG]mC]
(SEQ ID NO: 791)
[MAS][mA][MG][mA][ [MeFosfonato-40-
AAGAAGAUGAUGA
mA][mG][mA][fU][fG] | UUCAUCAUCAUCA | mUs][fUs][fC][mA][fU
UGAUGAAGCAGC
S29-AS16-M2 [FAJ[fUlImG][mA][mU | UCUUCUUGG ImCI[fAImU][mC]f
COARAGELUGC G]ImA]mU]ImG] | (SEQ ID NO: 16) AlImU]ImC]ImA]IfU]l
(SEQID NO: 29) lImGifm '
mA]MA][mG][mC][m mC][mU][mU][mC][m
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . } Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJ[mG][mC][mC][mG U][mUs][mGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 818)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 792)
[mAS]MA][fG][mA][
mA]mG][mA][fU][m
G
IFAImUIGIA]m [MeFosfonato-40-
UlImG][mA][fU]ImG][
mUs][fUs][fC][FA][fU][
AAGAAGAUGAUGA | mA][mA][mG][mC][m
UUCAUCAUCAUCA | mC][fA][mU][mC][fA]
UGAUGAAGCAGC | A[mG][mC][mC][mG
S29-AS16-M3 UCUUCUUGG [mU]IfCI[mA][fU]ImC
CGAAAGGCUGC  |][ademA-
(SEQ ID NO: 16) JIfFUIIfFUIImCI[fUlImU
(SEQ ID NO: 29) GalNAc][ademA-
s]ImGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 819)
GalNAc][mG][mG][m
ClmU]mG](mC]
(SEQ ID NO: 793)
[mAS][mU]ImG][mA][
mU]ImG][mA][fU][fG]
TAO][mG]mAllmA [MeFosfonato-40-
ImUIMA]ImA]mG](
mUs][fAs][fC][mU][fU
AUGAUGAUGAUG | mU][mA][mG][mC][m
UACUUAUUCAUCA |JmA][fUlImU]mC]if
AAUAAGUAGCAGC | A][mG][mC][mC][mG
S30-AS17-M2 UCAUCAUGG AlImU]ImC][mA]IfU]l
CGAAAGGCUGC  |][ademA-
(SEQ ID NO: 17) mC][mA]mU]mC][m
(SEQ ID NO: 30) GalNAc][ademA-
Al[mUs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 820)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 794)
[MmAs][mU][fG][mA][ [MeFosfonato-40-
AUGAUGAUGAUG
mU]mG][mA][fU]lm | UACUUAUUCAUCA | mUs][fAs][fC][fU]IfU][
AAUAAGUAGCAGC
S30-AS17-M3 G]IfAImU][fC]IfAllm | UCAUCAUGG mA][fU][mU]ImC][fA]
CORRAGGELGE A][mU][mA][fAIImG][ | (SEQ ID NO: 17) [mU][fCI[mA][fU]ImC
(SEQ ID NO: 30) '
mU][MA][mG][mC][m [[FAJ[fUIImC][fAl[mUs
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . } Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJ[mG][mC][mC][mG ImGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 821)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
ClImU]ImG][mC]
(SEQ ID NO: 795)
[MGs][mA][fUlImG][f
AllmU]ImG]IA]IfA][f
U
IFAmAIIGImUL [MeFosfonato-40-
UlImGJ[fG][mU]mU][
mUs][fAs][fA][mC][fC
GAUGAUGAAUAAG | mA][mG][mC][mA][m
GAACCAACUUAUU | ImA]JIfAlImCImU][f
UUGGUUAGCAGC | G][mC][mC][mG][ad
S31-AS18-M1 CAUCAUCGG UlImA][fUIImU][fC][
CGAAAGGCUGC  |emA-
(SEQ ID NO: 18) mA][fU]IfCIImA][fU][
(SEQ ID NO: 31) GalNAc][ademA-
mCs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 822)
GalNAc][mG][mG][m
ClmU]mG](mC]
(SEQ ID NO: 796)
[MGs][mA][mU]mMG][
mA][mU]mG][fA][fA]
f
TUIFAmAmG]mU [MeFosfonato-40-
ImU]mG]mG]mU](
mUs][fAs][fA][mC][fC
GAUGAUGAAUAAG | mU][mA]ImG][mC][m
GAACCAACUUAUU | ImA][fAlImCImU][f
UUGGUUAGCAGC |A][mG][mC][mC][mG
S$31-AS18-M2 CAUCAUCGG UlImA]ImU][mU]IfC][
CGAAAGGCUGC  |][ademA-
(SEQ ID NO: 18) mA][mU][mC][mA][m
(SEQID NO: 31) GalNAc][ademA-
U]ImCs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 823)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 797)
[mGs][mA][fU]ImG][ [MeFosfonato-40-
GAUGAUGAAUAAG
mA]mU][mG][fA]lm | GAACCAACUUAUU | mUs][fAs][fA]IfCIIfCI[
UUGGUUAGCAGC
S31-AS18-M3 AJ[fU]ImA][fA][fG][m | CAUCAUCGG mA][fA][mC][mU][fU]
CORRAGGLLGE U]ImU][mG][fG][mU][ | (SEQ ID NO: 18) [mA][fU]ImU][fC][mA
(SEQ D NO: 31) '
mU][MA][mG][mC][m J[fFUIfCIImA][fU][mC
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . } Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJ[mG][mC][mC][mG s]ImGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 824)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
Cl[mU][mG]imC]
(SEQ ID NO: 798)
[mUs][mG][mA]mA][
mU]mA][mA][fG][fU]
fUIGImG]mUjimU [MeFosfonato-40-
JImC]mU]mA]mG][
mUs][fGs][fC][mU][f
UGAAUAAGUUGG | mC][mA][mG][mC][m
UGCUAGAACCAAC | AlImG][fAlImA]ImCI{
UUCUAGCAGCAG | A]mG][mC][mC][mG
S32-AS19-M2 UUAUUCAGG fCIImA][mA]ImC][fU]
CCGAAAGGCUGC |]lademA-
(SEQID NO: 19) [mU][mA][mU]mU][
(SEQ ID NO: 32) GalNAc][ademA-
mC][mAs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 825)
GalNAc][mG][mG][m
ClmU]mG](mC]
(SEQ ID NO: 799)
[mUs][mG][fAIImA][
mU]MA][MA][fG][m
u
IRmGIFG]m [MeFosfonato-40-
UJ[mClImUJIfAImG]l
mUs][fGs][fC][fU][fA]
UGAAUAAGUUGG | mC][mA][mG][mC][m
UGCUAGAACCAAC | [mG][fAl[mA][mC][fC
UUCUAGCAGCAG | A][mG][mC][mC][mG
S32-AS19-M3 UUAUUCAGG IImA][fA][mC][fU][m
CCGAAAGGCUGC |]lademA-
(SEQID NO: 19) UIfA]IfUIImU]fCI[m
(SEQID NO: 32) GalNAc][ademA-
As][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 826)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 800)
[MmAs][mA][mU][mA][ [MeFosfonato-40-
AAUAAGUUGGUU
mA][ImG][mU][fU][fG] | UGCGCUAGAACC | mUs][fGs][fC][mG]f
CUAGCGCAGCAG
S33-AS20-M2 [fC][fUlImU][mC][mU | AACUUAUUGG ClImU][fA]ImG]ImA][
CCBRARGGLUGE AlImG]mC]mG][ | (SEQ ID NO: 20) fA]ImCImC][mA][fA]l
(SEQID NO: 33) IImAffm '
mC][mA]mG][mC][m mC][mU][mU][mA][m
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . Sequéncia de . Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo . B sentido (ndo . B
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJImG][mC][mC][mG U][mUs][mGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 827)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
Cl[mU][mG]imC]
(SEQ ID NO: 801)
[mAS][mA[fU][mA][
mA][mG][mU][fU][m
G
IFGImUIUICIm [MeFosfonato-40-
UlImA]mG][fC][mG][
mUs][fGs][fC][fC][fC]
AAUAAGUUGGUU | mC][mA][mG][mC][m
UGCGCUAGAACC | [mU][fA][mG][mA][fA
CUAGCGCAGCAG | A]ImG][mC][mC][mG
S33-AS20-M3 AACUUAUUGG IImCI[fCI[mA][fA][m
CCGAAAGGCUGC |]lademA-
(SEQ ID NO: 20) CI[fUI[fU]ImA][fU][m
(SEQ ID NO: 33) GalNAc]lademA-
Us][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 828)
GalNAc][mG][mG][m
CllmU][mG]mC]
(SEQ ID NO: 802)
[mAs][mU][mA][mA][
mG][mU][mUJ[fC][fG
fU][f
Il mClmUlm [MeFosfonato-40-
AJImG][mC][mG][mC
mUs][fUs][fG][mC][f
AUAAGUUGGUUC | JImA]ImA]ImG]ImC][
UUGCGCUAGAAC | G]ImC][fUllmA]ImG][
UAGCGCAAGCAG | mA][mG][mC][mC][m
S34-AS21-M2 CAACUUAUGG fAIIMA]IMC]mC][fA][
CCGAAAGGCUGC | G]jademA-
(SEQID NO: 21) mA][mC][mU][mU][m
(SEQ ID NO: 34) GalNAc][ademA-
Al[mUs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 829)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]ImG]mC]
(SEQ ID NO: 803)
[mAs][mU][FA][mA][ [MeFosfonato-40-
AUAAGUUGGUUC
mMG][mU][mU][fG][m | UUGCGCUAGAAC | mUs][fUs]fG][fC][fG]
UAGCGCAAGCAG
S34-AS21-M3 GJIfU]lmU]IfC][fUllm | CAACUUAUGG [mC][fU][mA][mG][fA
CEGRARGGLUGE AJImG][mC][fG]ImC][ | (SEQ ID NO: 21) ImA][fC]ImC][fA][mA
(SEQID NO: 34) '
mMA][MA][mG][mC][m J[fCIIfUIImUI[fA]ImU
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . } Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo . B sentido (ndo . B
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJImG][mC][mC][mG s|[mGs]mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 830)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
Cl[mU][mG]imC]
(SEQ ID NO: 804)
[mAS][mG][fA]mA][f
AlImA]mAFAIFA]Tf
U
I GITAmAIE [MeFosfonato-40-
AlmU]IfG][mU]mA][
mUs][fUs][fA][mC][fA
AGAAAAAAAUUGA | mA][mG][mC][mA][m
UUACAUUUCAAUU | JImU]IfUlImU]mC]f
AAUGUAAGCAGCC | G]mC][mC][mG][ad
S35-AS22-M1 UUUUUCUGG AlImA]J[fUlImU]fU]
GAAAGGCUGC emA-
(SEQID NO: 22) mU]IfFU]IfUlImU]IfCI[
(SEQ ID NO: 35) GalNAc]lademA-
mUs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 831)
GalNAc][mG][mG][m
CllmU][mG]mC]
(SEQ ID NO: 805)
[MAS][mG]mA]ImA][
mA]mA]ImA][FAJA]l
fu
UmG]mAllmA [MeFosfonato-40-
[mA][mU][mG][mU](
mUs][fUs][fA][mC][fA
AGAAAAAAAUUGA | mA]mA][mG]mC][m
UUACAUUUCAAUU | JImUJIfUlImU]mC]f
AAUGUAAGCAGCC | AmG][mC][mC][mG
S35-AS22-M2 UUUUUCUGG AJ[mA]mU]mU]IfUll
GAAAGGCUGC JlademA-
(SEQ ID NO: 22) mU][mU][mU][mU][m
(SEQ ID NO: 35) GalNAc][ademA-
Cl[mUs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 832)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]ImG]mC]
(SEQ ID NO: 806)
[MmAs][mG][fA][mA][ [MeFosfonato-40-
AGAAAAAAAUUGA
mA][mA][mA][fA]lmA | UUACAUUUCAAUU | mUs][fUs][fA]IfCIIFAIL
AAUGUAAGCAGCC
S35-AS22-M3 [IFUlImU]IfG][fAlImA] | UUUUUCUGG mU][fU][mU][mC][fA]
GARAGGLUGC Al[mU][fC][mU][m |(SEQ ID NO: 22) [mA][fU][mU][fU]lmU
(SEQ ID NO: 35) [mAllm '
AJ[mA]ImG][mC]mA J[fUI[fU][mU][fC][mU
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Oligonucleotideos | Sequéncia de . Sequéncia anti- o
. . } Sequéncia de . ; Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
IMG][mC][mC]mG][ s|[mGs][mG]
ademA- (SEQ ID NO: 833)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
ClImU]ImG][mC]
(SEQ ID NO: 807)
[mUs][mU]IfG][mU][f
UlImG]mUIIUICIIf
U
IFGHmUIImAIF [MeFosfonato-40-
Al[mC][fU]ImG][mA][
mUs][fUs][fC][mA][f
UUGUUGUUCUGU | mA][mG][mC][mA][m
UUCAGUUAACAGA | G]ImU]IfUlImA]ImA][
UAACUGAAGCAGC | G][mC][mC][mG][ad
S36-AS23-M1 ACAACAAGG fCIIMA]IfG]ImA][fA][
CGAAAGGCUGC  |emA-
(SEQ ID NO: 23) mC][fA][FAlImC][fA][
(SEQ ID NO: 36) GalNAc][ademA-
mAs][mGs][mQG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 834)
GalNAc][mG][mG][m
ClmU]mG](mC]
(SEQ ID NO: 808)
[mUs][mU]mG][mU][
mU]ImG][mU][fU][fC]
fUIFGYmUmUmA [MeFosfonato-40-
ImA][mC]mU]mG][
mUs][fUs][fC][mA][f
UUGUUGUUCUGU | mA][mA]mG][mC][m
UUCAGUUAACAGA | G]ImU]IfUlImA]ImA][
UAACUGAAGCAGC | A[mG][mC][mC][mG
S36-AS23-M2 ACAACAAGG fCImA][mG][mA][fA]
CGAAAGGCUGC  |][ademA-
(SEQID NO: 23) [MC][mA][mA]mC][
(SEQ ID NO: 36) GalNAc][ademA-
mA][mAs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQ ID NO: 835)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 809)
[mUs][mU][fG]ImU][ [MeFosfonato-40-
UUGUUGUUCUGU
mU]ImG]mU][fU]Im |UUCAGUUAACAGA | mUs][fUs][fC][fA][fG]
UAACUGAAGCAGC
S$36-AS23-M3 CJ[fUIImG][fU][fU]Im |ACAACAAGG [mU][fU][mA][mA][fC
CORRAGGLLGE A]J[mA]mC][fUIImG][ | (SEQ ID NO: 23) IImA][fG][mA][fA][m
(SEQ ID NO: 36) '
mA][mA][mG][mC][m CIIfAJIfAI[mCI[fA]Im
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Oligonucleotideos | Sequéncia de o Sequéncia anti- o
. . Sequéncia de . Sequéncia anti-
conjugados a sentido (ndo sentido (ndo
B sentido (modificada) B sentido (modificada)
GalNAc modificada) modificada)
AJ[mG][mC][mC][mG As][mGs][mG]
JlademA- (SEQ ID NO: 836)
GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
Cl[mU][mG]imC]
(SEQ ID NO: 810)
[mUs][mU]mC]imU][
mG][mA][mA][fU][fC]
feqpmUlmc]mU [MeFosfonato-40-
ImAIMA]mG]mU][
mUs][fUs][fA][mC][fU
UUCUGAAUGCUU | mA]ImA]ImG]mC][m | UUACUUAGAAGCA
ImUIIFAIIMG][mA](f
CUAAGUAAGCAGC | AmG][mC][mC][mG | UUCAGAAGG
S37-AS24-M2 Al[mG][mC][mA][fU]l
CGAAAGGCUGC  |]lademA- (SEQID NO: 24)
mU][mC][mA][mG][m
(SEQ ID NO: 37) GalNAc][ademA-
AJ[mAs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 837)
GalNAc][mG][mG][m
ClmU]mG](mC]
(SEQ ID NO: 811)
[MCs][mU]ImG]ImA][
mA][mU][mG][fC][fU]
fUICImUlImAlimA [MeFosfonato-40-
ImG]mU]mAJmA][
mUs][fUs][fU][mU][fA
CUGAAUGCUUCU | mA][mA][mG][mC][m
UUUUACUUAGAAG | IImCJifUlImU]ImA][f
AAGUAAAAGCAGC | A][mG][mC][mC][mG
S38-AS25-M2 CAUUCAGGG G][mA][mA][mG][fC][
CGAAAGGCUGC  |][ademA-
(SEQ ID NO: 25) mA][mU][mU][mC][m
(SEQ ID NO: 38) GalNAc][ademA-
AlImGs][mGs][mG]
GalNAc][ademA-
(SEQID NO: 838)
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQID NO: 812)
[MGs][mA][MA]mU][ [MeFosfonato-40-
GAAUGCUUCUAA
mG][mC][mU][fU][fC] | UUAUUUACUUAGA | mUs][fUs][fA][mU][fU
GUAAAUAAGCAGC
S39-AS26-M2 [FUIIfAIImA][mG][mU | AGCAUUCGG ImUIfAImCI[mU][f
COARAGELUGC AllmA]mA]ImU][ | (SEQ ID NO: 26) UIImA]ImG]mA][fA]l
(SEQ ID NO: 39) lImAffm '
mA]MA][mG][mC][m mG][mC][mA][mU][m
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Oligonucleotideos | Sequéncia de Sequéncia anti-

Sequéncia de Sequéncia anti-

conjugados a
GalNAc

sentido (ndo sentido (ndo

sentido (modificada) sentido (modificada)

modificada) modificada)

Al[mG][MmC][mC][mG
J[ademA-

U]ImCs][mGs][mG]
(SEQID NO: 839)

GalNAc][ademA-
GalNAc][ademA-
GalNAC][mG][mG][m
ClmU]mG]imC]
(SEQ ID NO: 813)

Tabela 3: Modificacdo Chave para Oligonucleotideos de RNAI

Simbolo Descri¢éo da Modificagdo

ademA-GalNAc 2'-aminodietoximetanol-GalNAc adenosina

fA 2'-fluoro-desoxiadenosina

fAs 2'-fluoro-desoxiadenosina seguido por uma ligagéo fosforotioato
fC 2'-fluoro-desoxicitosina

fG 2'-fluoro-desoxiguanosina

fGs 2'-fluoro-desoxiguanosina seguido por uma ligagéo fosforotioato
fU 2'-fluoro-uridina

fUs 2'-fluoro-uridina seguido por uma ligagao fosforotioato

mA 2'-O-metil adenosina

mAs 2'-0-metil adenosina seguido por uma ligagéo fosforotioato

mC 2'-O-metil citosina

mCs 2'-O-metil citosina seguido por uma ligagéo fosforotioato
MeFosfonato-40-mU | Metil-4'-O-metilfosfonato-2'-O-metil uridina
MeFosfonato-40-mUs | Metil-4'-O-metilfosfonato-2'-O-metil uridina seguido por uma ligagao fosforotioato
mG 2'-O-metil guanosina

mGs 2'-O-metil guanosina seguido por uma ligagéo fosforotioato

mU 2'-O-metil uridina

mUs 2'-O-metil uridina seguido por uma ligagéo fosforotioato

s Ligagéo fosforotioato
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Tabela 4: Sequéncias de Oligonucleotideo de RNAi de HMGB1
Incluidas na Triagem
CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de . o CONFORME A
A Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQIDNO
AACUAAACAUGGGC GGAUCUCCUUUGCCCA
S40-AS414 40 414
AAAGGAGAUCC UGUUUAGUUAU
ACUAAACAUGGGCA AGGAUUUCCUUUGCCC
S41-AS415 41 415
AAGGAAAUCCT AUGUUUAGUUA
CUAAACAUGGGCAA UAGGAUCUCCUUUGCC
S42-AS416 42 416
AGGAGAUCCTA CAUGUUUAGUU
UAAACAUGGGCAAA UUAGGUUCUCCUUUGC
S43-AS417 43 417
GGAGAACCUAA CCAUGUUUAGU
AAACAUGGGCAAAG CUUAGUAUCUCCUUUG
S44-AS418 44 418
GAGAUACUAAG CCCAUGUUUAG
AACAUGGGCAAAGG UCUUAUGAUCUCCUUU
S45-AS419 45 419
AGAUCAUAAGA GCCCAUGUUUA
ACAUGGGCAAAGGA UUCUUUGGAUCUCCUU
S46-AS420 46 420
GAUCCAAAGAA UGCCCAUGUUU
CAUGGGCAAAGGA CUUCUUAGGAUCUCCU
S47-AS421 47 421
GAUCCUAAGAAG UUGCCCAUGUU
AUGGGCAAAGGAG GCUUCUUAGGAUCUCC
S48-AS422 48 422
AUCCUAAGAAGC UUUGCCCAUGU
AAGCCGAGAGGCAA AUGAUUACAUUUUGCCU
S49-AS423 49 423
AAUGUAAUCAT CUCGGCUUCU
AGCCGAGAGGCAAA UAUGAUGACAUUUUGC
S50-AS424 50 424
AUGUCAUCATA CUCUCGGCUUC
AAAUGUCAUCAUAU ACAAAUAAUGCAUAUGA
S51-AS425 51 425
GCAUUAUUUGT UGACAUUUUG
CAUCAUAUGCAUUU GUUUGUACAAAAAAUGC
S52-AS426 52 426
UUUGUACAAAC AUAUGAUGAC
AUCAUAUGCAUUUU AGUUUUCACAAAAAAUG
S53-AS427 53 427
UUGUGAAAACT CAUAUGAUGA
AUAUGCAUUUUUUG ACAAGUUUGCACAAAAA
S54-AS428 54 428
UGCAAACUUGT AUGCAUAUGA
GUCAACUUCUCAGA UCUUAUAAAACUCUGAG
S$55-AS429 55 429
GUUUUAUAAGA AAGUUGACUG
S56-AS430 AAGAAGUGCUCAGA |56 UCUUCUACCUCUCUGA 430
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
GAGGUAGAAGA GCACUUCUUAG
AGAAGUGCUCAGA GUCUUUCACCUCUCUG
S57-AS431 57 431
GAGGUGAAAGAC AGCACUUCUUA
GAAGUGCUCAGAG GGUCUUCCACCuUCUCU
S58-AS432 58 432
AGGUGGAAGACC GAGCACUUCUU
AAGUGCUCAGAGA UGGUCUUCCACCUCUC
$59-AS433 59 433
GGUGGAAGACCA UGAGCACUUCU
AGUGCUCAGAGAG AUGGUUUUCCACCUCU
S60-AS434 60 434
GUGGAAAACCAT CUGAGCACUUC
GUGCUCAGAGAGG CAUGGUCUUCCACCUC
S61-AS435 61 435
UGGAAGACCATG UCUGAGCACUU
UGCUCAGAGAGGU ACAUGUUCUUCCACCUC
S62-AS436 62 436
GGAAGAACAUGT UCUGAGCACU
GCUCAGAGAGGUG GACAUUGUCUUCCACC
S63-AS437 63 437
GAAGACAAUGTC UCUCUGAGCAC
CUCAGAGAGGUGG AGACAUGGUCUUCCAC
S64-AS438 64 438
AAGACCAUGUCT CUCUCUGAGCA
UCAGAGAGGUGGA CAGACUUGGUCUUCCA
S65-AS439 65 439
AGACCAAGUCTG CCUCUCUGAGC
CAGAGAGGUGGAA GCAGAUAUGGUCUUCC
S66-AS440 66 440
GACCAUAUCUGC ACCUCUCUGAG
AGAGAGGUGGAAG AGCAGUCAUGGUCUUC
S67-AS441 67 441
ACCAUGACUGCT CACCUCUCUGA
GAGAGGUGGAAGA UAGCAUACAUGGUCUU
S68-AS442 68 442
CCAUGUAUGCTA CCACCUCUCUG
AGAGGUGGAAGAC UUAGCUGACAUGGUCU
$69-AS443 69 443
CAUGUCAGCUAA UCCACCUCUCU
GAGGUGGAAGACC UUUAGUAGACAUGGUC
S70-AS444 70 444
AUGUCUACUAAA UUCCACCUCUC
AGGUGGAAGACCA CUUUAUCAGACAUGGU
S71-AS445 71 445
UGUCUGAUAAAG CUUCCAcCcucU
GGUGGAAGACCAU UCUUUUGCAGACAUGG
S72-AS446 72 446
GUCUGCAAAAGA UCUUCCACCUC
GUGGAAGACCAUG CUCUUUAGCAGACAUG
S73-AS447 73 447
UCUGCUAAAGAG GUCUUCCACCU
S74-AS448 UGGAAGACCAUGU |74 UCUCUUUAGCAGACAU | 448
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
CUGCUAAAGAGA GGUCUUCCACC
GGAAGACCAUGUC UUCUCUUUAGCAGACAU
S75-AS449 75 449
UGCUAAAGAGAA GGUCUUCCAC
GAAGACCAUGUCU UUUCUUUUUAGCAGACA
S76-AS450 76 450
GCUAAAAAGAAA UGGUCUUCCA
AAGACCAUGUCUGC CUUUCUCUUUAGCAGA
S77-AS451 77 451
UAAAGAGAAAG CAUGGUCUUCC
AGACCAUGUCUGC CCUUUUUCUUUAGCAG
S78-AS452 78 452
UAAAGAAAAAGG ACAUGGUCUUC
AAAUUUGAAGAUAU CCGCUUUUGCCAUAUC
S79-AS453 79 453
GGCAAAAGCGG UUCAAAUUUUC
AAUUUGAAGAUAUG UCCGCUUUUGCCAUAU
S80-AS454 80 454
GCAAAAGCGGA CUUCAAAUUUU
GAAAGAGAAAUGAA GGAUAUAGGUUUUCAU
$81-AS455 81 455
AACCUAUAUCC UUCUCUUUCAU
AAAAAAGAAGUUCA AUUGGUAUCCUUGAAC
S82-AS456 82 456
AGGAUACCAAT uucuuuuuuGuy
CCCAAUGCACCCAA AAGGAUGCCUCUUGGG
S83-AS457 83 457
GAGGCAUCCTT UGCAUUGGGAU
CCAAUGCACCCAAG GAAGGUGGCCUCUUGG
S84-AS458 84 458
AGGCCACCUTC GUGCAUUGGGA
CAAUGCACCCAAGA CGAAGUAGGCCUCUUG
$85-AS459 85 459
GGCCUACUUCG GGUGCAUUGGG
AAUGCACCCAAGAG CCGAAUGAGGCCUCuU
S86-AS460 86 460
GCCUCAUUCGG GGGUGCAUUGG
AUGCACCCAAGAGG GCCGAUGGAGGCCUCU
S87-AS461 87 461
CCUCCAUCGGC UGGGUGCAUUG
UGCACCCAAGAGG GGCCGUAGGAGGCCUC
S88-AS462 88 462
CCUCCUACGGCC UUGGGUGCAUU
GCACCCAAGAGGC AGGCCUAAGGAGGCCU
$89-AS463 89 463
CUCCUUAGGCCT CUUGGGUGCAU
CACCCAAGAGGCCU AAGGCUGAAGGAGGCC
S90-AS464 90 464
CCUUCAGCCTT UCUUGGGUGCA
ACCCAAGAGGCCUC GAAGGUCGAAGGAGGC
$91-AS465 91 465
CUUCGACCUTC CUCUUGGGUGC
$92-AS466 CCCAAGAGGCCUC |92 AGAAGUCCGAAGGAGG |466
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
CUUCGGACUUCT CCUCUUGGGUG
CCAAGAGGCCUCC AAGAAUGCCGAAGGAG
S93-AS467 93 467
UUCGGCAUUCTT GCCUCUUGGGU
CAAGAGGCCUCCU GAAGAUGGCCGAAGGA
S94-AS468 94 468
UCGGCCAUCUTC GGCCUCUUGGG
AAGAGGCCUCCUU GGAAGUAGGCCGAAGG
$95-AS469 95 469
CGGCCUACUUCC AGGCCUCUUGG
AGAGGCCUCCUUC AGGAAUAAGGCCGAAG
S96-AS470 96 470
GGCCUUAUUCCT GAGGCCUCUUG
GAGGCCUCCUUCG GAGGAUGAAGGCCGAA
S97-AS471 97 471
GCCUUCAUCCTC GGAGGCCUCuU
AGGCCUCCUUCGG AGAGGUAGAAGGCCGA
S98-AS472 98 472
CCUUCUACCUCT AGGAGGCCUCU
GGCCUCCUUCGGC AAGAGUAAGAAGGCCGA
S99-AS473 99 473
CUUCUUACUCTT AGGAGGCCUC
GCcuccuucaeaee GAAGAUGAAGAAGGCC
S100-AS474 100 474
UUCUUCAUCUTC GAAGGAGGCCU
GGAAUAACACUGCU UUGUCUUCUGCAGCAG
S101-AS475 101 475
GCAGAAGACAA UGUUAUUCCAC
GAUGACAAGCAGCC UCUUUUCAUAAGGCUG
S102-AS476 102 476
UUAUGAAAAGA CUUGUCAUCUG
GGAUAUUGCUGCA UUUAGUUCGAUAUGCA
S103-AS477 103 477
UAUCGAACUAAA GCAAUAUCCUU
AGCAAGAAAAAGAA ccuccucuuccuucuu
S104-AS478 104 478
GGAAGAGGAGG UuucuuGCcuuu
GCAAGAAAAAGAAG uccucuucuuccuucu
$105-AS479 105 479
GAAGAAGAGGA uuuucuuGcuu
CAAGAAAAAGAAGG uuccuucucuuccuuc
$106-AS480 106 480
AAGAGAAGGAA uuuuucuuGcu
AAGAAAAAGAAGGA cuuccuccucuuccuu
$107-AS481 107 481
AGAGGAGGAAG cuuuuucuuce
AGAAAAAGAAGGAA ucuucuuccucuuccu
$108-AS482 108 482
GAGGAAGAAGA UCUUUUUCUUG
GAAGAAGAUGAUGA CUUAUUCAUCAUCAUCA
$109-AS483 109 483
UGAUGAAUAAG ucuucuucuu
S$110-AS484 GAUGAUGAUGAUG |110 AACCAUCUUAUUCAUCA (484
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
AAUAAGAUGGTT UCAUCAUCUU
GAUGAUGAUGAAUA UAGAAUCAACUUAUUCA
S$111-AS485 111 485
AGUUGAUUCTA UCAUCAUCAU
AUGAUGAUGAAUAA CUAGAUCCAACUUAUUC
S112-AS486 112 486
GUUGGAUCUAG AUCAUCAUCA
GAUGAAUAAGUUG CUGCGUUAGAACCAACU
S$113-AS487 113 487
GUUCUAACGCAG UAUUCAUCAU
UGAAUAAGUUGGU AACUGUGCUAGAACCAA
S114-AS488 114 488
UCUAGCACAGTT CUUAUUCAUC
GAAUAAGUUGGUU AAACUUCGCUAGAACCA
$115-AS489 115 489
CUAGCGAAGUTT ACUUAUUCAU
AAUAAGUUGGUUCU AAAACUGCGCUAGAACC
S$116-AS490 116 490
AGCGCAGUUTT AACUUAUUCA
AUAAGUUGGUUCUA AAAAAUUGCGCUAGAAC
S117-AS491 117 491
GCGCAAUUUTT CAACUUAUUC
UAAGUUGGUUCUA AAAAAUCUGCGCUAGAA
S118-AS492 118 492
GCGCAGAUUUTT CCAACUUAUU
AAGUUGGUUCUAG AAAAAUACUGCGCUAGA
$119-AS493 119 493
CGCAGUAUUUTT ACCAACUUAU
UUUUUCUUGUCUA UUAAAUGCUUUAUAGAC
S120-AS494 120 494
UAAAGCAUUUAA AAGAAAAAAA
UUUUCUUGUCUAUA GUUAAUUGCUUUAUAGA
$121-AS495 121 495
AAGCAAUUAAC CAAGAAAAAA
UUUCUUGUCUAUAA GGUUAUAUGCUUUAUA
S122-AS496 122 496
AGCAUAUAACC GACAAGAAAAA
UUCUUGUCUAUAAA GGGUUUAAUGCUUUAU
$123-AS497 123 497
GCAUUAAACCC AGACAAGAAAA
UCUUGUCUAUAAAG GGGGUUAAAUGCUUUA
S124-AS498 124 498
CAUUUAACCCC UAGACAAGAAA
CAACUCACUCCUUU UUUUUUCUUUAAAAGGA
$125-AS499 125 499
UAAAGAAAAAA GUGAGUUGUG
AACUCACUCCUUUU UUUUUUUCUUUAAAAGG
$126-AS500 126 500
AAAGAAAAAAA AGUGAGUUGU
ACUCACUCCUUUUA AUUUUUUUCUUUAAAAG
S127-AS501 127 501
AAGAAAAAAAT GAGUGAGUUG
$128-AS502 CUCACUCCUUUUAA | 128 AAUUUUUUUCUUUAAAA (502
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
AGAAAAAAATT GGAGUGAGUU
UCACUCCUUUUAAA CAAUUUUUUUCUUUAAA
$129-AS503 129 503
GAAAAAAAUTG AGGAGUGAGU
CACUCCUUUUAAAG UCAAUUUUUUUCUUUAA
S130-AS504 130 504
AAAAAAAUUGA AAGGAGUGAG
ACUCCUUUUAAAGA UUCAAUUUUUUUCUUUA
S$131-AS505 131 505
AAAAAAUUGAA AAAGGAGUGA
CUCCUUUUAAAGAA UUUCAUUUUUUUUCUU
$132-AS506 132 506
AAAAAAUGAAA UAAAAGGAGUG
UCCUUUUAAAGAAA AUUUCUAUUUUUUUCUU
$133-AS507 133 507
AAAAUAGAAAT UAAAAGGAGU
CCUUUUAAAGAAAA CAUUUUAAUUUUUUUCU
S$134-AS508 134 508
AAAUUAAAATG UUAAAAGGAG
CUUUUAAAGAAAAA ACAUUUCAAUUUUUUUC
$135-AS509 135 509
AAUUGAAAUGT UUUAAAAGGA
UUUUAAAGAAAAAA UACAUUUCAAUUUUUUU
$136-AS510 136 510
AUUGAAAUGTA CUUUAAAAGG
UUUAAAGAAAAAAA UUACAUUUCAAUUUUUU
$137-AS511 137 511
UUGAAAUGUAA UCUUUAAAAG
UUAAAGAAAAAAAU CUUACUUUUCAAUUUUU
$138-AS512 138 512
UGAAAAGUAAG UUCUUUAAAA
UAAAGAAAAAAAUU CCUUAUAUUUCAAUUUU
$139-AS513 139 513
GAAAUAUAAGG UUUCUUUAAA
AAAGAAAAAAAUUG GCCUUUCAUUUCAAUUU
S140-AS514 140 514
AAAUGAAAGGC UUUUCUUUAA
GAAAAAAAUUGAAA ACAGCUUUACAUUUCAA
S$141-AS515 141 515
UGUAAAGCUGT uUuuuuuuCcuu
AAAAAAAUUGAAAU CACAGUCUUACAUUUCA
S142-AS516 142 516
GUAAGACUGTG AUUUUUUUCU
GUAAGAUUUGUUU UGUACUGUUUAAAAACA
S$143-AS517 143 517
UUAAACAGUACA AAUCUUACAC
UAAGAUUUGUUUUU CUGUAUAGUUUAAAAAC
$144-AS518 144 518
AAACUAUACAG AAAUCUUACA
AAGAUUUGUUUUUA ACUGUUCAGUUUAAAAA
$145-AS519 145 519
AACUGAACAGT CAAAUCUUAC
$146-AS520 AUUUGUUUUUAAAC | 146 GACACUGUACAGUUUAA | 520
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UGUACAGUGTC AAACAAAUCU
UUGUUUUUAAACUG AAGACUCUGUACAGUUU
$147-AS521 147 521
UACAGAGUCTT AAAAACAAAU
UGUUUUUAAACUGU AAAGAUACUGUACAGUU
S148-AS522 148 522
ACAGUAUCUTT UAAAAACAAA
GUUUUUAAACUGUA AAAAGUCACUGUACAGU
$149-AS523 149 523
CAGUGACUUTT UUAAAAACAA
UUUUUAAACUGUAC AAAAAUACACUGUACAG
$150-AS524 150 524
AGUGUAUUUTT UUUAAAAACA
UUUUAAACUGUACA AAAAAUGACACUGUACA
$151-AS525 151 525
GUGUCAUUUTT GUUUAAAAAC
UUUAAACUGUACAG AAAAAUAGACACUGUAC
$152-AS526 152 526
UGUCUAUUUTT AGUUUAAAAA
UUAAACUGUACAGU CAAAAUAAGACACUGUA
$153-AS527 153 527
GUCUUAUUUTG CAGUUUAAAA
UAAACUGUACAGUG ACAAAUAAAGACACUGU
S$154-AS528 154 528
UCUUUAUUUGT ACAGUUUAAA
AAACUGUACAGUGU UACAAUAAAAGACACUG
$155-AS529 155 529
CUUUUAUUGTA UACAGUUUAA
AACUGUACAGUGUC AUACAUAAAAAGACACU
$156-AS530 156 530
UUUUUAUGUAT GUACAGUUUA
ACUGUACAGUGUC UAUACUAAAAAAGACAC
$157-AS531 157 531
UUUUUUAGUATA UGUACAGUUU
CUGUACAGUGUCU CUAUAUAAAAAAAGACA
$158-AS532 158 532
UUUUUUAUAUAG CUGUACAGUU
UGUACAGUGUCUU ACUAUUCAAAAAAAGAC
$159-AS533 159 533
UUUUUGAAUAGT ACUGUACAGU
UACAGUGUCUUUU UAACUUUACAAAAAAAG
$160-AS534 160 534
UUUGUAAAGUTA ACACUGUACA
CAGUGUCUUUUUU GUUAAUUAUACAAAAAA
S161-AS535 161 535
UGUAUAAUUAAC AGACACUGUA
GUGGUAUUUUCAA GGUUAUUGGCUAUUGA
$162-AS536 162 536
UAGCCAAUAACC AAAUACCACCA
UGGUAUUUUCAAUA AGGUUUGUGGCUAUUG
$163-AS537 163 537
GCCACAAACCT AAAAUACCACC
$164-AS538 GGUAUUUUCAAUAG | 164 AAGGUUAGUGGCUAUU 538
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
CCACUAACCTT GAAAAUACCAC
UAUUUUCAAUAGCC GCAAGUUUAGUGGCUA
$165-AS539 165 539
ACUAAACUUGC UUGAAAAUACC
AUUUUCAAUAGCCA GGCAAUGUUAGUGGCU
$166-AS540 166 540
CUAACAUUGCC AUUGAAAAUAC
UUUUCAAUAGCCAC AGGCAUGGUUAGUGGC
S167-AS541 167 541
UAACCAUGCCT UAUUGAAAAUA
UUUCAAUAGCCACU CAGGCUAGGUUAGUGG
S$168-AS542 168 542
AACCUAGCCTG CUAUUGAAAAU
UUCAAUAGCCACUA CCAGGUAAGGUUAGUG
$169-AS543 169 543
ACCUUACCUGG GCUAUUGAAAA
UCAAUAGCCACUAA ACCAGUCAAGGUUAGU
S170-AS544 170 544
CCUUGACUGGT GGCUAUUGAAA
CAAUAGCCACUAAC UACCAUGCAAGGUUAG
S171-AS545 171 545
CUUGCAUGGTA UGGCUAUUGAA
AAUAGCCACUAACC GUACCUGGCAAGGUUA
S172-AS546 172 546
UUGCCAGGUAC GUGGCUAUUGA
AUAGCCACUAACCU UGUACUAGGCAAGGUU
S173-AS547 173 547
UGCCUAGUACA AGUGGCUAUUG
UAGCCACUAACCUU CUGUAUCAGGCAAGGU
S174-AS548 174 548
GCCUGAUACAG UAGUGGCUAUU
AGCCACUAACCUUG ACUGUUCCAGGCAAGG
$175-AS549 175 549
CCUGGAACAGT UUAGUGGCUAU
GCCACUAACCUUGC UACUGUACCAGGCAAG
S176-AS550 176 550
CUGGUACAGTA GUUAGUGGCUA
CCACUAACCUUGCC AUACUUUACCAGGCAAG
S177-AS551 177 551
UGGUAAAGUAT GUUAGUGGCU
CACUAACCUUGCCU CAUACUGUACCAGGCAA
$178-AS552 178 552
GGUACAGUATG GGUUAGUGGC
ACUAACCUUGCCUG CCAUAUUGUACCAGGCA
$179-AS553 179 553
GUACAAUAUGG AGGUUAGUGG
GGGUUGUAAAUUG AAAUUUCCAUGCCAAUU
$180-AS554 180 554
GCAUGGAAAUTT UACAACCCCC
GGUUGUAAAUUGG UAAAUUUCCAUGCCAAU
$181-AS555 181 555
CAUGGAAAUUTA UUACAACCCC
$182-AS556 GUUGUAAAUUGGC |182 UUAAAUUUCCAUGCCAA | 556
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
AUGGAAAUUUAA UUUACAACCC
UUGUAAAUUGGCAU UUUAAUUUUCCAUGCCA
$183-AS557 183 557
GGAAAAUUAAA AUUUACAACC
UGUAAAUUGGCAU CUUUAUAUUUCCAUGCC
S5184-AS558 184 558
GGAAAUAUAAAG AAUUUACAAC
GUAAAUUGGCAUG GCUUUUAAUUUCCAUG
$185-AS559 185 559
GAAAUUAAAAGC CCAAUUUACAA
UAAAUUGGCAUGGA UGCUUUAAAUUUCCAUG
$186-AS560 186 560
AAUUUAAAGCA CCAAUUUACA
AAAUUGGCAUGGAA CUGCUUUAAAUUUCCAU
S187-AS561 187 561
AUUUAAAGCAG GCCAAUUUAC
AAUUGGCAUGGAAA CCUGCUUUAAAUUUCCA
$188-AS562 188 562
UUUAAAGCAGG UGCCAAUUUA
AUUGGCAUGGAAAU ACCUGUUUUAAAUUUCC
$189-AS563 189 563
UUAAAACAGGT AUGCCAAUUU
UUGGCAUGGAAAU AACCUUCUUUAAAUUUC
S$190-AS564 190 564
UUAAAGAAGGTT CAUGCCAAUU
UGGCAUGGAAAUU GAACCUGCUUUAAAUUU
$191-AS565 191 565
UAAAGCAGGUTC CCAUGCCAAU
GGCAUGGAAAUUUA AGAACUUGCUUUAAAUU
$192-AS566 192 566
AAGCAAGUUCT UCCAUGCCAA
GCAUGGAAAUUUAA AAGAAUCUGCUUUAAAU
$193-AS567 193 567
AGCAGAUUCTT UUCCAUGCCA
CAUGGAAAUUUAAA CAAGAUCCUGCUUUAAA
$194-AS568 194 568
GCAGGAUCUTG UUUCCAUGCC
AUGGAAAUUUAAAG ACAAGUACCUGCUUUAA
$195-AS569 195 569
CAGGUACUUGT AUUUCCAUGC
UGGAAAUUUAAAGC AACAAUAACCUGCUUUA
$196-AS570 196 570
AGGUUAUUGTT AAUUUCCAUG
GGAAAUUUAAAGCA CAACAUGAACCUGCUUU
$197-AS571 197 571
GGUUCAUGUTG AAAUUUCCAU
GAAAUUUAAAGCAG CCAACUAGAACCUGCUU
$198-AS572 198 572
GUUCUAGUUGG UAAAUUUCCA
AAAUUUAAAGCAGG ACCAAUAAGAACCUGCU
$199-AS573 199 573
UUCUUAUUGGT UUAAAUUUCC
$200-AS574 AAUUUAAAGCAGGU (200 CACCAUCAAGAACCUGC |574
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UCUUGAUGGTG UUUAAAUUUC
AUUUAAAGCAGGUU GCACCUACAAGAACCUG
$201-AS575 201 575
CUUGUAGGUGC CUUUAAAUUU
UUUAAAGCAGGUUC UGCACUAACAAGAACCU
S202-AS576 202 576
UUGUUAGUGCA GCUUUAAAUU
UUAAAGCAGGUUCU GUGCAUCAACAAGAACC
$203-AS577 203 577
UGUUGAUGCAC UGCUUUAAAU
UAAAGCAGGUUCUU UGUGCUCCAACAAGAAC
S204-AS578 204 578
GUUGGAGCACA CUGCUUUAAA
AAAGCAGGUUCUU CUGUGUACCAACAAGAA
$205-AS579 205 579
GUUGGUACACAG CCUGCUUUAA
AAGCAGGUUCUUG GCUGUUCACCAACAAGA
S206-AS580 206 580
UUGGUGAACAGC ACCUGCUUUA
AGCAGGUUCUUGU UGCUGUGCACCAACAA
$207-AS581 207 581
UGGUGCACAGCA GAACCUGCUUU
GCAGGUUCUUGUU GUGCUUUGCACCAACAA
$208-AS582 208 582
GGUGCAAAGCAC GAACCUGCUU
CAGGUUCUUGUUG UGUGCUGUGCACCAAC
$209-AS583 209 583
GUGCACAGCACA AAGAACCUGCU
AGGUUCUUGUUGG UUGUGUUGUGCACCAA
$210-AS584 210 584
UGCACAACACAA CAAGAACCUGC
GGUUCUUGUUGGU UUUGUUCUGUGCACCA
$211-AS585 211 585
GCACAGAACAAA ACAAGAACCUG
GUUCUUGUUGGUG AUUUGUGCUGUGCACC
S212-AS586 212 586
CACAGCACAAAT AACAAGAACCU
UUCUUGUUGGUGC AAUUUUUGCUGUGCAC
$213-AS587 213 587
ACAGCAAAAATT CAACAAGAACC
UCUUGUUGGUGCA UAAUUUGUGCUGUGCA
S214-AS588 214 588
CAGCACAAAUTA CCAACAAGAAC
CUUGUUGGUGCAC CUAAUUUGUGCUGUGC
$215-AS589 215 589
AGCACAAAUUAG ACCAACAAGAA
UUGUUGGUGCACA ACUAAUUUGUGCUGUG
$216-AS590 216 590
GCACAAAUUAGT CACCAACAAGA
UGUUGGUGCACAG AACUAUUUUGUGCUGU
S217-AS591 217 591
CACAAAAUAGTT GCACCAACAAG
$218-AS592 GUUGGUGCACAGC |218 UAACUUAUUUGUGCUG |592

Peticio 870210057055, de 24/06/2021, pég. 128/596



106/133

CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
ACAAAUAAGUTA UGCACCAACAA
UUGGUGCACAGCA AUAACUAAUUUGUGCUG
$219-AS593 219 593
CAAAUUAGUUAT UGCACCAACA
UGGUGCACAGCAC UAUAAUUAAUUUGUGCU
$220-AS594 220 594
AAAUUAAUUATA GUGCACCAAC
GGUGCACAGCACAA AUAUAUCUAAUUUGUGC
$221-AS595 221 595
AUUAGAUAUAT UGUGCACCAA
UUUUUUCAUCUUCA UCAGAUACAACUGAAGA
S222-AS596 222 596
GUUGUAUCUGA UGAAAAAACU
UUUUUCAUCUUCAG AUCAGUGACAACUGAAG
$223-AS597 223 597
UUGUCACUGAT AUGAAAAAAC
UUUUCAUCUUCAGU CAUCAUAGACAACUGAA
S224-AS598 224 598
UGUCUAUGATG GAUGAAAAAA
UUUCAUCUUCAGUU GCAUCUGAGACAACUGA
$225-AS599 225 599
GUCUCAGAUGC AGAUGAAAAA
UUCAUCUUCAGUU UGCAUUAGAGACAACUG
$226-AS600 226 600
GUCUCUAAUGCA AAGAUGAAAA
UCAUCUUCAGUUG CUGCAUCAGAGACAACU
$227-AS601 227 601
UCUCUGAUGCAG GAAGAUGAAA
CAUCUUCAGUUGU GCUGCUUCAGAGACAA
$228-AS602 228 602
CUCUGAAGCAGC CUGAAGAUGAA
AUCUUCAGUUGUC AGCUGUAUCAGAGACAA
$229-AS603 229 603
UCUGAUACAGCT CUGAAGAUGA
UCUGAUGCAGCUU AUUAUUUCGUAUAAGCU
$230-AS604 230 604
AUACGAAAUAAT GCAUCAGAGA
CUGAUGCAGCUUA AAUUAUUUCGUAUAAGC
$231-AS605 231 605
UACGAAAUAATT UGCAUCAGAG
CAGCUUAUACGAAA AACAAUAAUUAUUUCGU
$232-AS606 232 606
UAAUUAUUGTT AUAAGCUGCA
AGCUUAUACGAAAU GAACAUCAAUUAUUUCG
$233-AS607 233 607
AAUUGAUGUTC UAUAAGCUGC
GCUUAUACGAAAUA AGAACUACAAUUAUUUC
$234-AS608 234 608
AUUGUAGUUCT GUAUAAGCUG
CUUAUACGAAAUAA CAGAAUAACAAUUAUUU
$235-AS609 235 609
UUGUUAUUCTG CGUAUAAGCU
$236-AS610 UAUACGAAAUAAUU (236 AACAGUACAACAAUUAU (610
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
GUUGUACUGTT UUCGUAUAAG
AUACGAAAUAAUUG UAACAUAACAACAAUUA
S237-AS611 237 611
UUGUUAUGUTA UUUCGUAUAA
UACGAAAUAAUUGU UUAACUGAACAACAAUU
S238-AS612 238 612
UGUUCAGUUAA AUUUCGUAUA
ACGAAAUAAUUGUU GUUAAUAGAACAACAAU
$239-AS613 239 613
GUUCUAUUAAC UAUUUCGUAU
CGAAAUAAUUGUUG AGUUAUCAGAACAACAA
S240-AS614 240 614
UUCUGAUAACT UUAUUUCGUA
GAAAUAAUUGUUGU CAGUUUACAGAACAACA
S241-AS615 241 615
UCUGUAAACTG AUUAUUUCGU
AAAUAAUUGUUGUU UCAGUUAACAGAACAAC
S242-AS616 242 616
CUGUUAACUGA AAUUAUUUCG
AAUAAUUGUUGUUC UUCAGUUAACAGAACAA
S243-AS617 243 617
UGUUAACUGAA CAAUUAUUUC
AAUUGUUGUUCUG GUAUUUAGUUAACAGAA
S244-AS618 244 618
UUAACUAAAUAC CAACAAUUAU
AUUGUUGUUCUGU GGUAUUCAGUUAACAGA
$245-AS619 245 619
UAACUGAAUACC ACAACAAUUA
UGUUGUUCUGUUA GUGGUUUUCAGUUAAC
$246-AS620 246 620
ACUGAAAACCAC AGAACAACAAU
GUUGUUCUGUUAA AGUGGUAUUCAGUUAA
S247-AS621 247 621
CUGAAUACCACT CAGAACAACAA
UGUUCUGUUAACU AGAGUUGUAUUCAGUU
S248-AS622 248 622
GAAUACAACUCT AACAGAACAAC
UCUGUUAACUGAAU UACAGUGUGGUAUUCA
$249-AS623 249 623
ACCACACUGTA GUUAACAGAAC
CUGUUAACUGAAUA UUACAUAGUGGUAUUCA
$250-AS624 250 624
CCACUAUGUAA GUUAACAGAA
GUUAACUGAAUACC AAUUAUAGAGUGGUAUU
$251-AS625 251 625
ACUCUAUAATT CAGUUAACAG
AACUGAAUACCACU UGCAAUUACAGAGUGG
$252-AS626 252 626
CUGUAAUUGCA UAUUCAGUUAA
ACUGAAUACCACUC UUGCAUUUACAGAGUG
$253-AS627 253 627
UGUAAAUGCAA GUAUUCAGUUA
$254-AS628 CUGAAUACCACUCU | 254 UUUGCUAUUACAGAGU | 628
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
GUAAUAGCAAA GGUAUUCAGUU
UGAAUACCACUCUG UUUUGUAAUUACAGAGU
$255-AS629 255 629
UAAUUACAAAA GGUAUUCAGU
GAAUACCACUCUGU UUUUUUCAAUUACAGAG
$256-AS630 256 630
AAUUGAAAAAA UGGUAUUCAG
AAUACCACUCUGUA UUUUUUGCAAUUACAGA
S257-AS631 257 631
AUUGCAAAAAA GUGGUAUUCA
AAAAAGUUGCAGCU GUCAAUAAAACAGCUGC
$258-AS632 258 632
GUUUUAUUGAC AACUUUUUUU
AAAGUUGCAGCUG AUGUCUACAAAACAGCU
$259-AS633 259 633
UUUUGUAGACAT GCAACUUUUU
AAGUUGCAGCUGU AAUGUUAACAAAACAGC
$260-AS634 260 634
UUUGUUAACATT UGCAACUUUU
AGUUGCAGCUGUU GAAUGUCAACAAAACAG
S261-AS635 261 635
UUGUUGACAUTC CUGCAACUUU
GUUGCAGCUGUUU AGAAUUUCAACAAAACA
$262-AS636 262 636
UGUUGAAAUUCT GCUGCAACUU
UGCAGCUGUUUUG UCAGAUUGUCAACAAAA
$263-AS637 263 637
UUGACAAUCUGA CAGCUGCAAC
GCAGCUGUUUUGU UUCAGUAUGUCAACAAA
$264-AS638 264 638
UGACAUACUGAA ACAGCUGCAA
CAGCUGUUUUGUU AUUCAUAAUGUCAACAA
$265-AS639 265 639
GACAUUAUGAAT AACAGCUGCA
AGCUGUUUUGUUG CAUUCUGAAUGUCAACA
$266-AS640 266 640
ACAUUCAGAATG AAACAGCUGC
GCUGUUUUGUUGA GCAUUUAGAAUGUCAAC
S267-AS641 267 641
CAUUCUAAAUGC AAAACAGCUG
UGUUUUGUUGACA AAGCAUUCAGAAUGUCA
$268-AS642 268 642
UUCUGAAUGCTT ACAAAACAGC
UUUGUUGACAUUC UAGAAUCAUUCAGAAUG
$269-AS643 269 643
UGAAUGAUUCTA UCAACAAAAC
UUGUUGACAUUCU UUAGAUGCAUUCAGAAU
$270-AS644 270 644
GAAUGCAUCUAA GUCAACAAAA
UGUUGACAUUCUG CUUAGUAGCAUUCAGAA
S271-AS645 271 645
AAUGCUACUAAG UGUCAACAAA
$272-AS646 GUUGACAUUCUGAA | 272 ACUUAUAAGCAUUCAGA | 646

Peticiio 870210057055, de 24/06/2021, pég. 131/596




109/133

CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UGCUUAUAAGT AUGUCAACAA
UUGACAUUCUGAAU UACUUUGAAGCAUUCAG
S273-AS647 273 647
GCUUCAAAGTA AAUGUCAACA
UGACAUUCUGAAUG UUACUUAGAAGCAUUCA
S274-AS648 274 648
CUUCUAAGUAA GAAUGUCAAC
GACAUUCUGAAUGC UUUACUUAGAAGCAUUC
$275-AS649 275 649
UUCUAAGUAAA AGAAUGUCAA
CAUUCUGAAUGCUU UAUUUUCUUAGAAGCAU
S276-AS650 276 650
CUAAGAAAATA UCAGAAUGUC
AUUCUGAAUGCUUC GUAUUUACUUAGAAGCA
S277-AS651 277 651
UAAGUAAAUAC UUCAGAAUGU
UCUGAAUGCUUCUA UUGUAUUUACUUAGAAG
$278-AS652 278 652
AGUAAAUACAA CAUUCAGAAU
UGAAUGCUUCUAAG AAUUGUAUUUACUUAGA
$279-AS653 279 653
UAAAUACAATT AGCAUUCAGA
AAUGCUUCUAAGUA AAAAUUGUAUUUACUUA
$280-AS654 280 654
AAUACAAUUTT GAAGCAUUCA
AUGCUUCUAAGUAA AAAAAUUGUAUUUACUU
$281-AS655 281 655
AUACAAUUUTT AGAAGCAUUC
GCUUCUAAGUAAAU AAAAAUAUUGUAUUUAC
$282-AS656 282 656
ACAAUAUUUTT UUAGAAGCAU
UUUUUAUUAGUAUU AAAAGUACAACAAUACU
$283-AS657 283 657
GUUGUACUUTT AAUAAAAAAA
UUUUAUUAGUAUUG GAAAAUGACAACAAUAC
$284-AS658 284 658
UUGUCAUUUTC UAAUAAAAAA
UUUAUUAGUAUUGU UGAAAUGGACAACAAUA
$285-AS659 285 659
UGUCCAUUUCA CUAAUAAAAA
UUAUUAGUAUUGUU AUGAAUAGGACAACAAU
$286-AS660 286 660
GUCCUAUUCAT ACUAAUAAAA
UAUUAGUAUUGUU UAUGAUAAGGACAACAA
S287-AS661 287 661
GUCCUUAUCATA UACUAAUAAA
AUUAGUAUUGUUG CUAUGUAAAGGACAACA
$288-AS662 288 662
UCCUUUACAUAG AUACUAAUAA
UUAGUAUUGUUGU CCUAUUAAAAGGACAAC
$289-AS663 289 663
CCUUUUAAUAGG AAUACUAAUA
$290-AS664 UAGUAUUGUUGUC (290 ACCUAUGAAAAGGACAA | 664
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RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
CUUUUCAUAGGT CAAUACUAAU
GUAUUGUUGUCCU AGACCUAUGAAAAGGAC
$291-AS665 291 665
UUUCAUAGGUCT AACAAUACUA
UuGUUGUCCUUUU UUCAGUCCUAUGAAAAG
$292-AS666 292 666
CAUAGGACUGAA GACAACAAUA
UGUUGUCCUUUUC UUUCAUACCUAUGAAAA
$293-AS667 293 667
AUAGGUAUGAAA GGACAACAAU
UUGUCCUUUUCAUA AAUUUUAGACCUAUGAA
$294-AS668 294 668
GGUCUAAAATT AAGGACAACA
UGUCCUUUUCAUA AAAUUUCAGACCUAUGA
$295-AS669 295 669
GGUCUGAAAUTT AAAGGACAAC
GUCCUUUUCAUAG AAAAUUUCAGACCUAUG
$296-AS670 296 670
GUCUGAAAUUTT AAAAGGACAA
UCCUUUUCAUAGG AAAAAUUUCAGACCUAU
$297-AS671 297 671
UCUGAAAUUUTT GAAAAGGACA
CCUUUUCAUAGGU GAAAAUUUUCAGACCUA
$298-AS672 298 672
CUGAAAAUUUTC UGAAAAGGAC
AUAGGUCUGAAAUU UCAAGUAGAAAAAUUUC
$299-AS673 299 673
UUUCUACUUGA AGACCUAUGA
AGGGGAAGCUAGU CAAAAUCAAAAGACUAG
S300-AS674 300 674
CUUUUGAUUUTG CUUCCCCUCA
GGGGAAGCUAGUC GCAAAUGCAAAAGACUA
S301-AS675 301 675
UUUUGCAUUUGC Gcuuccccuc
GGGAAGCUAGUCU GGCAAUAGCAAAAGACU
S302-AS676 302 676
UUUGCUAUUGCC AGcuuccccu
GGAAGCUAGUCUU GGGCAUAAGCAAAAGAC
S303-AS677 303 677
UUGCUUAUGCCC UAGCUUCCCC
GAAGCUAGUCUUU UGGGCUAAAGCAAAAGA
S304-AS678 304 678
UGCUUUAGCCCA CUAGCUUCCC
CAGUGUUUAUCCU UAACUUUAUGAAAGGAU
$305-AS679 305 679
UUCAUAAAGUTA AAACACUGUA
GUGUUUAUCCUUU GCUAAUUAUAUGAAAGG
$306-AS680 306 680
CAUAUAAUUAGC AUAAACACUG
UUAUCCUUUCAUAU AUUAGUUAACUAUAUGA
S307-AS681 307 681
AGUUAACUAAT AAGGAUAAAC
$308-AS682 GCUAAUAAAAAGCU | 308 GUGUAUACAAAAGCUUU | 682
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Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UUUGUAUACAC UUAUUAGCUA
GUAAAGUUAAGUUG GAAAAUUAUCUCAACUU
$309-AS683 309 683
AGAUAAUUUTC AACUUUACCC
AAAGUUAAGUUGAG AUGAAUACUAUCUCAAC
S310-AS684 310 684
AUAGUAUUCAT UUAACUUUAC
GUUAAGUUGAGAUA UGGAUUAAAACUAUCUC
$311-AS685 311 685
GUUUUAAUCCA AACUUAACUU
UAAGUUGAGAUAGU UAUGGUUGAAAACUAUC
$312-AS686 312 686
UUUCAACCATA UCAACUUAAC
AAGUUGAGAUAGUU UUAUGUAUGAAAACUAU
$313-AS687 313 687
UUCAUACAUAA CUCAACUUAA
AGUUGAGAUAGUU GUUAUUGAUGAAAACUA
S$314-AS688 314 688
UUCAUCAAUAAC UCUCAACUUA
GUUGAGAUAGUUU AGUUAUGGAUGAAAACU
$315-AS689 315 689
UCAUCCAUAACT AUCUCAACUU
UGAGAUAGUUUUCA UCAGUUAUGGAUGAAAA
$316-AS690 316 690
UCCAUAACUGA CUAUCUCAAC
GAGAUAGUUUUCAU UUCAGUUAUGGAUGAAA
S317-AS691 317 691
CCAUAACUGAA ACUAUCUCAA
AGAUAGUUUUCAUC GUUCAUUUAUGGAUGA
$318-AS692 318 692
CAUAAAUGAAC AAACUAUCUCA
GUUUUCAUCCAUAA UGGAUUUUCAGUUAUG
$319-AS693 319 693
CUGAAAAUCCA GAUGAAAACUA
UUCAUCCAUAACUG UUUUGUAUGUUCAGUU
$320-AS694 320 694
AACAUACAAAA AUGGAUGAAAA
UUGAUCAGUUAAGA UAUGUUAAAUUUCUUAA
$321-AS695 321 695
AAUUUAACATA CUGAUCAAGA
GAUCAGUUAAGAAA GCUAUUUGAAAUUUCUU
$322-AS696 322 696
UUUCAAAUAGC AACUGAUCAA
CAUUUACAAACUGA UUGAUUACUCUUCAGU
$323-AS697 323 697
AGAGUAAUCAA UUGUAAAUGUA
AUUUACAAACUGAA AUUGAUUACUCUUCAGU
$324-AS698 324 698
GAGUAAUCAAT UUGUAAAUGU
ACAAACUGAAGAGU GUAGAUUGAUUACUCU
$325-AS699 325 699
AAUCAAUCUAC UCAGUUUGUAA
$326-AS700 AAACAUUUUGAAAG (326 UCAAGUACAGACUUUCA | 700
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Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UCUGUACUUGA AAAUGUUUGA
AAGGACUAAUAGAA AGAACUUACUUUUCUAU
$327-AS701 327 701
AAGUAAGUUCT UAGUCCUUCA
ACUAAUAGAAAAGU GGUUAUAACAUACUUUU
S328-AS702 328 702
AUGUUAUAACC CUAUUAGUCC
AGAAAAGUAUGUUC UGUAAUGGUUAGAACAU
$329-AS703 329 703
UAACCAUUACA ACUUUUCUAU
GAAAAGUAUGUUCU AUGUAUAGGUUAGAACA
S330-AS704 330 704
AACCUAUACAT UACUUUUCUA
AAGUAUGUUCUAAC CUCAUUUAAAGGUUAGA
S331-AS705 331 705
CUUUAAAUGAG ACAUACUUUU
GUAAUGGCAGUUA AACUGUAAAAUAUAACU
S332-AS706 332 706
UAUUUUACAGTT GCCAUUACAU
UAAUGGCAGUUAUA GAACUUCAAAAUAUAAC
$333-AS707 333 707
UUUUGAAGUTC UGCCAUUACA
UAAAGAAGACCUGA GGGAUUCAUUCUCAGG
S334-AS708 334 708
GAAUGAAUCCC UCUUCUUUAAU
AAAGAAGACCUGAG GGGGAUACAUUCUCAG
$335-AS709 335 709
AAUGUAUCCCC GUCUUCUUUAA
GAAGACCUGAGAAU UUUGGUGAUACAUUCU
$336-AS710 336 710
GUAUCACCAAA CAGGUCUUCUU
AAGACCUGAGAAUG UUUUGUGGAUACAUUC
S337-AS711 337 711
UAUCCACAAAA UCAGGUCUUCU
AGACCUGAGAAUGU CUUUUUGGGAUACAUU
S338-AS712 338 712
AUCCCAAAAAG CUCAGGUCUUC
GACCUGAGAAUGUA GCUUUUGGGGAUACAU
$339-AS713 339 713
UCCCCAAAAGC UCUCAGGUCUU
ACCUGAGAAUGUAU CGCUUUUGGGGAUACA
S340-AS714 340 714
CCCCAAAAGCG UUCUCAGGUCU
CCUGAGAAUGUAUC ACGCUUUUGGGGAUAC
S341-AS715 341 715
CCCAAAAGCGT AUUCUCAGGUC
CUGAGAAUGUAUCC CACGCUUUUGGGGAUA
S342-AS716 342 716
CCAAAAGCGTG CAUUCUCAGGU
UGAGAAUGUAUCCC UCACGUUUUUGGGGAU
S343-AS717 343 717
CAAAAACGUGA ACAUUCUCAGG
S344-AS718 GAGAAUGUAUCCCC | 344 CUCACUCUUUUGGGGA |718
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Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
AAAAGAGUGAG UACAUUCUCAG
GCCAUAUUAAAUUU AUGUCUACAAAAAAUUU
$345-AS719 345 719
UUUGUAGACAT AAUAUGGCAG
CCAUAUUAAAUUUU AAUGUUAACAAAAAAUU
S346-AS720 346 720
UUGUUAACATT UAAUAUGGCA
CAUAUUAAAUUUUU UAAUGUCAACAAAAAAU
S347-AS721 347 721
UGUUGACAUTA UUAAUAUGGC
AUAUUAAAUUUUUU CUAAUUUCAACAAAAAA
S348-AS722 348 722
GUUGAAAUUAG UUUAAUAUGG
AUUAAAUUUUUUGU GACUAUUGUCAACAAAA
$349-AS723 349 723
UGACAAUAGTC AAUUUAAUAU
AAAUUUUUUGUUGA UGAGAUUAAUGUCAACA
S350-AS724 350 724
CAUUAAUCUCA AAAAAUUUAA
AAUUUUUUGUUGAC CUGAGUCUAAUGUCAAC
S351-AS725 351 725
AUUAGACUCAG AAAAAAUUUA
AUUUUUUGUUGACA ACUGAUACUAAUGUCAA
S352-AS726 352 726
UUAGUAUCAGT CAAAAAAUUU
GAAGACUAUGAAAA UAUAGUCAGCAUUUUCA
$353-AS727 353 727
UGCUGACUATA UAGUCUUCAC
AGACUUUCCAUUAC UAAAAUUACUUGUAAUG
S354-AS728 354 728
AAGUAAUUUTA GAAAGUCUCG
ACUUUGCAUCUCAG AAUAAUUCAUACUGAGA
$355-AS729 355 729
UAUGAAUUATT UGCAAAGUUU
CUUUGCAUCUCAG GAAUAUUUCAUACUGAG
$356-AS730 356 730
UAUGAAAUAUTC AUGCAAAGUU
UUGCAUCUCAGUAU UUGAAUAAUUCAUACUG
S357-AS731 357 731
GAAUUAUUCAA AGAUGCAAAG
GCAUCUCAGUAUGA AAUUGUAUAAUUCAUAC
$358-AS732 358 732
AUUAUACAATT UGAGAUGCAA
CAUCUCAGUAUGAA AAAUUUAAUAAUUCAUA
$359-AS733 359 733
UUAUUAAAUTT CUGAGAUGCA
GAAUGAUUUUUCUU UUUGUUUUGUAAAGAAA
$360-AS734 360 734
UACAAAACAAA AAUCAUUCAA
AGUUUAGGGAACAA AAAUUUCCAAAUUGUUC
S361-AS735 361 735
UUUGGAAAUTT CCUAAACUCC
$362-AS736 GUUUAGGGAACAAU | 362 AAAAUUGCCAAAUUGUU (736
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RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UUGGCAAUUTT CCCUAAACUC
UUUAGGGAACAAUU CAAAAUUGCCAAAUUGU
S363-AS737 363 737
UGGCAAUUUTG UCCCUAAACU
UUAGGGAACAAUUU ACAAAUUUGCCAAAUUG
S364-AS738 364 738
GGCAAAUUUGT UUCCCUAAAC
UAGGGAACAAUUUG CACAAUAUUGCCAAAUU
$365-AS739 365 739
GCAAUAUUGTG GUUCCCUAAA
AGGGAACAAUUUG CCACAUAAUUGCCAAAU
S366-AS740 366 740
GCAAUUAUGUGG UGUUCCCUAA
GGGAACAAUUUGG ACCACUAAAUUGCCAAA
S367-AS741 367 741
CAAUUUAGUGGT UUGUUCCCUA
GGAACAAUUUGGCA AACCAUAAAAUUGCCAA
S368-AS742 368 742
AUUUUAUGGTT AuuGuucccu
GAACAAUUUGGCAA AAACCUCAAAAUUGCCA
$369-AS743 369 743
UUUUGAGGUTT AAUUGUUCCC
AACAAUUUGGCAAU AAAACUACAAAAUUGCC
S370-AS744 370 744
UUUGUAGUUTT AAAUUGUUCC
ACAAUUUGGCAAUU GAAAAUCACAAAAUUGC
S371-AS745 371 745
UUGUGAUUUTC CAAAUUGUUC
CAAUUUGGCAAUUU CGAAAUCCACAAAAUUG
S372-AS746 372 746
UGUGGAUUUCG CCAAAUUGUU
AAAUAGCGUUCUUG GUGUAUAAUUACAAGAA
S373-AS747 373 747
UAAUUAUACAC CGCUAUUUUA
AAUAGCGUUCUUG CGUGUUAAAUUACAAGA
S374-AS748 374 748
UAAUUUAACACG ACGCUAUUUU
GCGUUCUUGUAAU AAAGCUUGUAAAAUUAC
S375-AS749 375 749
UUUACAAGCUTT AAGAACGCUA
UAAUUUUACACGCU UCCAUUACAAAAGCGUG
S376-AS750 376 750
UUUGUAAUGGA UAAAAUUACA
CGCUUUUGUGAUG AAAACUGCACUCCAUCA
S377-AS751 377 751
GAGUGCAGUUTT CAAAAGCGUG
GCUUUUGUGAUGG CAAAAUAGCACUCCAUC
$378-AS752 378 752
AGUGCUAUUUTG ACAAAAGCGU
CUUUUGUGAUGGA ACAAAUCAGCACUCCAU
S379-AS753 379 753
GUGCUGAUUUGT CACAAAAGCG
$380-AS754 UUUUGUGAUGGAG |380 AACAAUACAGCACUCCA | 754
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RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
UGCUGUAUUGTT UCACAAAAGC
UUUGUGAUGGAGU UAACAUAACAGCACUCC
S381-AS755 381 755
GCUGUUAUGUTA AUCACAAAAG
UGUGAUGGAGUGC UAUAAUAAAACAGCACU
S382-AS756 382 756
UGUUUUAUUATA CCAUCACAAA
UGAUGGAGUGCUG UAUAUUACAAAACAGCA
$383-AS757 383 757
UUUUGUAAUATA CUCCAUCACA
GAUGGAGUGCUGU UUAUAUAACAAAACAGC
S384-AS758 384 758
UUUGUUAUAUAA ACUCCAUCAC
AUGGAGUGCUGUU AUUAUUUAACAAAACAG
$385-AS759 385 759
UUGUUAAAUAAT CACUCCAUCA
UGGAGUGCUGUUU AAUUAUAUAACAAAACA
S386-AS760 386 760
UGUUAUAUAATT GCACUCCAUC
GGAGUGCUGUUUU AAAUUUUAUAACAAAAC
S387-AS761 387 761
GUUAUAAAAUTT AGCACUCCAU
GAGUGCUGUUUUG UAAAUUAUAUAACAAAA
$388-AS762 388 762
UUAUAUAAUUTA CAGCACUCCA
AGUGCUGUUUUGU CUAAAUUAUAUAACAAA
$389-AS763 389 763
UAUAUAAUUUAG ACAGCACUCC
GUGCUGUUUUGUU UCUAAUUUAUAUAACAA
S390-AS764 390 764
AUAUAAAUUAGA AACAGCACUC
UGCUGUUUUGUUA GUCUAUAUUAUAUAACA
$391-AS765 391 765
UAUAAUAUAGAC AAACAGCACU
GCUGUUUUGUUAU AGUCUUAAUUAUAUAAC
$392-AS766 392 766
AUAAUUAAGACT AAAACAGCAC
CUGUUUUGUUAUA AAGUCUAAAUUAUAUAA
$393-AS767 393 767
UAAUUUAGACTT CAAAACAGCA
AUUUGCAUUUGUU UGAAAUUACAUAAACAA
$394-AS768 394 768
UAUGUAAUUUCA AUGCAAAUGG
GUUUAUGUAAUUUC GUAUUUCUCCUGAAAUU
$395-AS769 395 769
AGGAGAAAUAC ACAUAAACAA
AUGUAAUUUCAGGA UUCAGUAUUCCUCCUG
$396-AS770 396 770
GGAAUACUGAA AAAUUACAUAA
GAAUACUGAACAUC UCCAGUACUCAGAUGU
S397-AST771 397 771
UGAGUACUGGA UCAGUAUUCCU
$398-AS772 CAUCUGAGUCCUG |398 AUUAGUAUCAUCCAGGA | 772
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GAUGAUACUAAT CUCAGAUGUU
AUCUGAGUCCUGG UAUUAUUAUCAUCCAGG
$399-AS773 399 773
AUGAUAAUAATA ACUCAGAUGU
UGAGUCCUGGAUG GUUUAUUAGUAUCAUCC
S400-AS774 400 774
AUACUAAUAAAC AGGACUCAGA
AGUCCUGGAUGAU UAGUUUAUUAGUAUCAU
S401-AS775 401 775
ACUAAUAAACTA CCAGGACUCA
GUCCUGGAUGAUA UUAGUUUAUUAGUAUCA
S402-AS776 402 776
CUAAUAAACUAA UCCAGGACUC
UCCUGGAUGAUAC AUUAGUUUAUUAGUAUC
S403-AS777 403 777
UAAUAAACUAAT AUCCAGGACU
CCUGGAUGAUACUA UAUUAUUUUAUUAGUAU
S404-AS778 404 778
AUAAAAUAATA CAUCCAGGAC
CUGGAUGAUACUAA UUAUUUGUUUAUUAGUA
S405-AS779 405 779
UAAACAAAUAA UCAUCCAGGA
UGGAUGAUACUAAU AUUAUUAGUUUAUUAGU
S406-AS780 406 780
AAACUAAUAAT AUCAUCCAGG
GGAUGAUACUAAUA AAUUAUUAGUUUAUUAG
S407-AS781 407 781
AACUAAUAATT UAUCAUCCAG
GAUGAUACUAAUAA CAAUUUUUAGUUUAUUA
S408-AS782 408 782
ACUAAAAAUTG GUAUCAUCCA
AUGAUACUAAUAAA GCAAUUAUUAGUUUAUU
S409-AS783 409 783
CUAAUAAUUGC AGUAUCAUCC
UGAUACUAAUAAAC UGCAAUUAUUAGUUUAU
S410-AS784 410 784
UAAUAAUUGCA UAGUAUCAUC
GAUACUAAUAAACU CUGCAUUUAUUAGUUUA
S411-AS785 411 785
AAUAAAUGCAG UUAGUAUCAU
AUACUAAUAAACUA UCUGCUAUUAUUAGUU
S412-AS786 412 786
AUAAUAGCAGA UAUUAGUAUCA
UACUAAUAAACUAA CUCUGUAAUUAUUAGUU
S413-AS787 413 787
UAAUUACAGAG UAUUAGUAUC
UGGGCAAAGGAGA GGCUUUUUAGGAUCUC
S866-AS887 866 887
UCCUAAAAAGCC CUUUGCCCAUG
AAAGAGAAAUGAAA GGGAUUUAGGUUUUCA
S867-AS876 867 876
ACCUAAAUCCC UUUCUCUUUCA
S868-AS877 AAGAAGAUGAUGAU | 868 ACUUAUUCAUCAUCAUC |877
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CONFORME
oligonucleotideos de | Sequéncia de CONFORME A
Sequéncia Anti-sentido
RNAI Sentido/mRNA seq SEQIDNO
SEQID NO
GAUGAAUAAGT AUCUUCUUCU
AUGAUGAUGAUGAA GAACCUACUUAUUCAUC
$869-AS878 869 878
UAAGUAGGUTC AUCAUCAUCU
GAUGAUGAAUAAGU CGCUAUAACCAACUUAU
S870-AS879 870 879
UGGUUAUAGCG UCAUCAUCAU
AGAAAAAAAUUGAA CAGCCUUACAUUUCAAU
S871-AS880 871 880
AUGUAAGGCTG UuuuuuCcuuu
UUGUUGUUCUGUU UGGUAUUCAGUUAACA
S872-AS881 872 881
AACUGAAUACCA GAACAACAAUU
UUCUGAAUGCUUC UGUAUUUACUUAGAAGC
$873-AS882 873 882
UAAGUAAAUACA AUUCAGAAUG
CUGAAUGCUUCUAA AUUGUUUUUACUUAGAA
S874-AS883 874 883
GUAAAAACAAT GCAUUCAGAA
GAAUGCUUCUAAGU AAAUUUUAUUUACUUAG
$875-AS884 875 884
AAAUAAAAUTT AAGCAUUCAG

Tabela 5: Sequéncias adicionais de oligonucleotideo de HMGBL1

conjugado a GalNAc com

modificacdes (testadas na FIGURA 5).

Sequéncia
Sequéncia de|Sequéncia de Sequéncia  anti-
oligonucleotideos SEQ ID|anti-sentido SEQ
. sentido  (ndo | sentido sentido (n&o
conjugados a GalNAc B B NO (ndo B IDNO
modificada) (modificada) modificada)
modificada)
S840-AS853-M2 CUAAACAUG | [mCs][mU][mAY][ | 840 UCUCCUUUG | [MeFosfonato-  |853
GGCAAAGGA | mA]mA][mC][m CCCAUGUUU | 40-
GAGCAGCCG | AJIfU]IfGIIfG][fG AGGG mUs][fCs][fU][mC
AAAGGCUGC | ]ImC]ImA]JmA]l JFCIImUIIfUIImUY
mA][mG]mG][ mG][fC](mC]mC][
mA]MG]mA][ mAJfUImG]mU](
mG]mC][mA][ mU][mU][mA][mG
mG][mC][mC][ s][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
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Sequéncia
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU]m
G]mC]
S840-AS853-M3 CUAAACAUG | [mCs][mU][fA][ |840 UCUCCUUUG | [MeFosfonato-  |853
GGCAAAGGA | mA][mA][mC][m CCCAUGUUU | 40-
GAGCAGCCG | AJ[fUlImG]IfG][ AGGG mUs][fCs][fU][fC][
AAAGGCUGC | mG][fC][fA]ImA] fCIImU]IfUlImU]l
[MA][mG][fG][m mG][fC]ImCI[fC]l
AlImG][mA]ImG mA][fU]ImG][fU][f
IImCimA]mG][ UlImU][fA]ImGs][
mC][mC][mG][a mGs][mG]
demA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
G]ImC][mU][m
G]ImC]
S841-AS854-M2 UAAACAUGG  |[mUs][mA][mA] | 841 UUCUCCUUU |[MeFosfonato- | 854
GCAAAGGAG | mA][mC][mA][m GCCCAUGUU | 40-
AAGCAGCCG | U]IfG]IfG]IfG][f UAGG mUs][fUs][fC][mU
AAAGGCUGC | C[mA][mA][mA [IFCIImCIfUlImU][
ImG]mG]ImAJ[ mU][fG][mC][mC][
mG][mA][mA][ mC][fAImUImG](
mG]mC][mA][ mU][mU][mU][mA
mG]mC][mC][ s]ImGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
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. . Sequéncia . .
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GJ[mC][mU][m
G]ImC]
S841-AS854-M3 UAAACAUGG  |[mUs][mA][fA][ | 841 UUCUCCUUU |[MeFosfonato- 854
GCAAAGGAG | mA][mC][mA][m GCCCAUGUU | 40-
AAGCAGCCG | UJIfG]ImG]IfG][ UAGG mUs][fUs][fC][fU][
AAAGGCUGC | mCI[fA]IfA]lmA] (SEQ ID NO: | fCl[mC]Ifullmu]l
[MG][MG][fA][m 854) mU][fG]ImCI[fC]{
G]ImA][mA]ImG mC][fA][mU][fG]f
IImCimA]mG][ UlImUJifU][mAs][
mC][mC][mG][a mGs]mG]
demA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
G]mC]
S842-AS855-M2 AGCCGAGAG |[mAs][mG][mC] |842 UGACAUUUU |[MeFosfonato- | 855
GCAAAAUGU | [mC][mG]ImA][ GCCUCUCG |40-
CAGCAGCCG | mGJ[fAJIfG]IfGIl GCUGG mUs][fGs][fA][mC
AAAGGCUGC | fC][mA][mA][m J[FAIImU][fU]ImU][
AJ[mA][mU][mG mU][fG][mC]mC]{
ImUIImCl[mAl mU][fC]ImU][mC](
mG][mC][mA]l mG][mG][mC][m
mG]mC][mC][ Us][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU]m
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Sequéncia
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GJ[mC]
S842-AS855-M3 AGCCGAGAG |[mAs][mG][fC][ |842 UGACAUUUU | [MeFosfonato-  |855
GCAAAAUGU | mC][mG]ImA][ GCCUCUCG |40-
CAGCAGCCG | mG][fA]ImG][fG GCUGG mUs][fGs][fA][fC][
AAAGGCUGC | [ImC][fA][fA][m fAIImU][fUIImU][
AllmA]mU]fG][ mU][fG][mC][fC][
mU][mC][mA][ mU][fC][mU][fC]f
mG][mC][mA][ GImG[fClmUs](
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S843-AS856-M2 AAGAAGUGC |[mAs][mA][mG][ | 843 UACCUCUCU | [MeFosfonato- | 856
UCAGAGAGG | mA][mA]mG][ GAGCACUUC |40-
UAGCAGCCG | mU][fG]IfC]IfU][ UUGG mUs][fAs][fC][mC
AAAGGCUGC | fC][mA][mG][m [FUIImCI[fUlImC][
AJ[mG][mA]ImG mU][fG]ImA]mG][
ImG]mU]ImAJ[ mC](fA][mC]mU][
mG][mC][mA][ mU][mC][mU][mU
mG][mC][mC][ s][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A
GalNAc][mG][m
G][mCJ[mU][m
G]ImC]
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
S843-AS856-M3 AAGAAGUGC |[mAs][mAJ[fG][ |843 UACCUCUCU | [MeFosfonato- | 856
UCAGAGAGG | mA][mA]mG][ GAGCACUUC |40-
UAGCAGCCG | mUJ[fG][mC][fU UUGG mUs][fAs][fC][fC][
AAAGGCUGC | ]ImC][fA][fG][m fUIImC]IfUlImCI
AlImG]mAJIfG][ mU]IfG]ImA][fG][
mG][mU]mA][ mC][fAImCI[fU][f
mG][mC][mA][ UlImCJ{fU]imUs](
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
G]ImC][mU][m
G]ImC]
S844-AS857-M2 CUCAGAGAG |[mCs][mU][mC] |844 UGGUCUUC |[MeFosfonato- | 857
GUGGAAGAC | [mA]ImG]ImA][ CACCUCUCU |40-
CAGCAGCCG | mGJ[fAJIfG]IfGIl GAGGG mUs][fGs][fG][mU
AAAGGCUGC | fU][mG][mG][m J[fFCImU]IfUlImC][
AJ[mA][mG][mA mC][fAImC][mC][
ImClmClmAl mU][fC]ImU]mC](
mG]mC][mA][ mU][mG][mA][mG
mG][mC][mC][ s]ImGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU]m
G]ImC]
S844-AS857-M3 CUCAGAGAG |[mCs][mU][fC][ |844 UGGUCUUC |[MeFosfonato- | 857
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentl(.j(.) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GUGGAAGAC | mA]ImG][mA][ CACCUCUCU |40-
CAGCAGCCG | mG][fAImG][fG GAGGG mUs][fGs][fG][fU][
AAAGGCUGC | ImUJIfG][fG]Im fClImU][fU]ImC][
AlImA][mG][fA]l mC](fA[mCJ(fC][
mC][mC][mA][ mU][fC][mU][fC]f
mG][mC][mA][ UlImG]fA][mGs][
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
G][mC]
S845-AS858-M2 AGGUGGAAG |[mAs][mG][mG] |845 UCAGACAUG | [MeFosfonato- | 858
ACCAUGUCU | [mU][mG]ImG][ GUCUUCCAC | 40-
GAGCAGCCG | mA]J[fA]IfG]IfA]If CUGG mUs][fCs][fA][mG
AAAGGCUGC | Cl[mC][mA][mU [[FAIImCIfAIImU][
IImG]mU[mC][ mG][fG][mU][mC]
mU][mG][mA][ [mU][fU][mC][mC]
mG][mCl[mA]l [mA]MC][mC][m
mG]mC][mC][ Us][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAC][mG][m
GJ[mC][mU]m
GJ[mC]
$845-AS858-M3 AGGUGGAAG | [mAs][mG][fG][ |845 UCAGACAUG |[MeFosfonato- | 858
ACCAUGUCU | mUIImG]mG][ GUCUUCCAC | 40-
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. . Sequéncia . .
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentl(.j(.) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GAGCAGCCG | mA]J[fAlImG][fA] CUGG mUs][fCs][fA][fG][
AAAGGCUGC | [mC][fC][fA][mU fAIImC][fA][mU][
ImG]mUJfC]( mG]fG]mUJfC](
mU]ImG]ImA][ mU][fU][mC][fC]f
mG][mC][mA][ AlImC][fC][mUs][
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU](m
GJ[mC]
$885-AS886-M2 AAGACCAUG | [mAs][mA]mG][ | 885 UCUUUAGCA |[MeFosfonato- | 886
UCUGCUAAA | mA]ImC]mC][ GACAUGGUC | 40-
GAGCAGCCG | mAJ[fU]IfG][fU]If UUGG mUs][fCs][fU][mU
AAAGGCUGC | ClImU][mG][m [[fUlImA]fG]ImC][
Cl[mU][mA][mA mA][fG][mA][mC][
ImAImG]ImA][ mA][fU][mG][mG][
mG][mC][mA][ mU][mC][mU][mU
mG][mC][mC][ s][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A
GalNAC][mG][m
G][mCJ[mU][m
GJ[mC]
$885-AS886-M3 AAGACCAUG | [mAs][mA][fG][ |885 UCUUUAGCA |[MeFosfonato- 886
UCUGCUAAA | mA][mC]mC][ GACAUGGUC | 40-
GAGCAGCCG | mAJ[fUImG]fU] UUGG mUs][fCs][fU][fU][
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. . Sequéncia . .
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
AAAGGCUGC | [mC][fU][fG][m fU]ImA][fG][mC][
ClimU]mATIfA] mA][fGImA(fC][
mA][mG][mA][ mA][fUlImG][fG][f
mG][mC][mA][ UlImCJ{fU]imUs](
mG][mC][mC][ mGs][mQG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
$846-AS859-M2 AAAUUUGAAG | [mAs][mA][mA][ | 846 UUUGCCAUA |[MeFosfonato- | 859
AUAUGGCAAA | mUIImU]ImU][ UCUUCAAAU |40-
GCAGCCGAA | mGJ[fAlIfAIfG]If UUGG mUs][fUs][fU][mG
AGGCUGC A][mU][mA][mU |[FCImC][fA]ImU][
ImG][mG][mC][ mAJ[fUImClimU][
mA][mA][mA][m mU]fCIImA]ImA][
G]ImC][mA][m mA][mU][mU][mU
G][mC][mC][m s][mGs][mG]
G][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
G][mC][mU][m
G][mC]
S846-AS859-M3 AAAUUUGAAG | [mAs][mA][fA][ | 846 UUUGCCAUA |[MeFosfonato-  |859
AUAUGGCAAA | mUIImU]ImU][ UCUUCAAAU |40-
GCAGCCGAA | mGJ[fA][mA][fC] UUGG mUs][fUs][fU][fG][
AGGCUGC [mA][fU][fAlmU fC]ImC][fA]ImU][
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. . Sequéncia . .
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
ImGImGIIfC]l mA][fU]ImCJ{fU][
mA][mA][mA]m mU][fCIImA][fA][f
G][mCJ[mA][m AllmU][fU][mUs](
G][mC][mC][m mGs][mG]
G][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S847-AS860-M2 AGCAAGAAAA | [mAs][mG][mC] | 847 UCUUCCUUC |[MeFosfonato- 860
AGAAGGAAG | [mA]ImA]mG][ UUUUUCUUG | 40-
AGCAGCCGA | mAJ[fAIFAIIfA]If CUGG mUs][fCs][fU][mU
AAGGCUGC | AImG][mA][mA J[fFCImC]IfUlImU][
ImGImG][mA[ mC](fUImU][mU](
mA]mG]mAJ[ mU][fU][mC][mU](
mG][mCl[mA]l mU]mG][mC][mU
mG]mC][mC][ s]ImGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAC][mG][m
GJ[mC][mU]m
G]ImC]
S847-AS860-M3 AGCAAGAAAA | [mAs][mG][fC][ |847 UCUUCCUUC |[MeFosfonato- | 860
AGAAGGAAG | mA]mA]ImG][ UUUUUCUUG |40-
AGCAGCCGA | mA][fA]ImA][fA] CUGG mUs][fCs][fUI[fU][
AAGGCUGC | [mA]IfG][fA]lmA fCIImC][fUlImUl
ImGImGIIfAIl mC](fUImU]IfU]l
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. . Sequéncia . .
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
mA][mG][mA][ mU][fU][mC][fU][f
mG][mC][mA][ UlImGJ[fC]mUs][
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S848-AS861-M2 CAAGAAAAAG | [mCs][mA]mA][ | 848 UCUCUUCCU |[MeFosfonato- | 861
AAGGAAGAG | mG][mA]ImA]l UCUUUUUCU |40-
AGCAGCCGA | mAJ[fAJ[fA]IfG]If UGGG mUs][fCs][fU][mC
AAGGCUGC | A][mA]mG][mG [[fUlImU]IfCIImC][
ImAImAIMG][ mUJ[fUImC]mU](
mAImG]mA[ mUJ(fUImU][mU](
mG][mC][mA][ mC]mU]mU][mG
mG][mC][mC][ s][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAC][mG][m
G][mCJ[mU][m
GJ[mC]
$848-AS861-M3 CAAGAAAAAG | [mCs][mA]fA]l |848 UCUCUUCCU |[MeFosfonato- | 861
AAGGAAGAG | mG][mA]ImA]l UCUUUUUCU |40-
AGCAGCCGA | mA][fA][mA][fG] UGGG mUs][fCs][fU][fC][
AAGGCUGC | [mA][fA]IfG][mG fU]ImU][fC]ImC][
ImA]ImA]fG]( mU][fU]ImC]{fU](
mA]mG][mA][ mU][fU]ImU][fU][f
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentl(.j(.) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
mG][mC][mA][ ClimUJIfUImGs][
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
$849-AS862-M2 GAUGAUGAU | [mGs][mA][mU] |849 UCAACUUAU |[MeFosfonato- | 862
GAAUAAGUU | [mG]ImA]ImU][ UCAUCAUCA |40-
GAGCAGCCG | mG][fAJIfUIIfG][ UCGG mUSs][fCs][fA][mA]
AAAGGCUGC | fA][mA][mU][m [fCIImU]IfUIImA][
AJ[mA][mG][mU mU][fUlImC][mA][
IImU][mG][mA][ mU](fCImA]mU][
mG][mC][mA][ mC][mA][mU][mC
mG][mC][mC][ s][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
G]mCJ[mU][m
G]mC]
S849-AS862-M3 GAUGAUGAU | [mGs][mA][fU][ |849 UCAACUUAU |[MeFosfonato- | 862
GAAUAAGUU | mG][mA]mU][ UCAUCAUCA |40-
GAGCAGCCG | mGJ[fA][mU]IfG UCGG mUs][fCs][fA][fA][f
AAAGGCUGC | JmAJ[fA]ifU]Im ClImUIIfUI[mA][m
AllmA]mG][fU]l U]fU]lmC]IfA]m
mU][mG][mA[ UlIfCIImA[fU](fC]
mG]mC][mA][ [mA][fU]ImCs][m
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
mG][mC][mC][ Gs][m@]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S850-AS863-M2 AUGAUGAUG | [mAs][mU][mG] |850 UCCAACUUA |[MeFosfonato- | 863
AAUAAGUUG  |[mA]mU][mG][ UUCAUCAUC |40-
GAGCAGCCG | mAJ[fU]IfG]IfA]If AUGG mUs][fCs][fC][mA
AAAGGCUGC | AlmU][mA]ImA [[FAIImC][fUlImU][
ImGImUJ[mU][ mA][fU][mU]mC]{
mG][mG][mA][ mA][fU][mC][mA][
mG]mC][mA][ mU][mC][mA][mU
mG][mC][mC][ s]ImGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GaINAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
G]mC]
S850-AS863-M3 AUGAUGAUG | [mAs][mU][fG][ |850 UCCAACUUA |[MeFosfonato- | 863
AAUAAGUUG | mA][mU]mG][ UUCAUCAUC |40-
GAGCAGCCG | mAJ[fUImG][fA] AUGG mUs][fCs][fC][fA][
AAAGGCUGC | [mA][fU]IfA]ImA fA]ImC][fUIImU][
(SEQ ID NO: | ]ImG][mU]fu]l mA][fU]ImU]IfC][
850) mG][mG][mA][ mA][fU]ImC][fA][f
mG][mC][mAl UllmC][fAlImUs][
mG]mC][mC][ mGs]mG]
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentl(.j(.) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S851-AS864-M2 AAGUUGGUU | [mAs][mA]ImG][ | 851 UACUGCGCU |[MeFosfonato- | 864
CUAGCGCAG | mU][mU]mG][ AGAACCAAC |40-
UAGCAGCCG | mG][fu]ifulifC]i UUGG mUs][fAs][fC][mU
AAAGGCUGC | fU][mA][mG][m [[fG]IImC][fG][mC]
C][mG][mC][mA [mU][fA][mG][mA]
ImGmUJImAJ[ [MA][fC]ImC][mA]
mG][mC][mA][ [mA][mC][mU][m
mG][mC][mC][ Us][mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAC][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S851-AS864-M3 AAGUUGGUU |[mAs][mAJfC][ |851 UACUGCGCU | [MeFosfonato- | 864
CUAGCGCAG | mU][mU]mG][ AGAACCAAC |40-
UAGCAGCCG | mG][fU][mU]ifC UUGG mUs][fAs][fC][fU][
AAAGGCUGC | ]ImU][fA][fG][m fG][mC][fG][mCI
CllmG][mC]IfAll mU][fAImG]IfA][
mG][mU]mA]l mA][fC][mCI[fA][f
mG][mC][mA][ Al[mC][fU][mUs]{
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
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Sequéncia
. Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
conjugados a GalNAc sent|ldlo (néo Sentléﬁ) NO (n&o sentlldlo (néo IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)
GalNAc][adem
A
GalNAc][adem
A
GalNAc][mG][m
GJ[mC][mU][m
GJ[mC]
S852-AS865-M2 UUAUUAGUA | [mUs][mU]mA][ | 852 UAGGACAAC |[MeFosfonato-  |865
UUGUUGUCC | mU][mU][mA][ AAUACUAAU |40-
UAGCAGCCG | mG][fU]IfAJ[fU]If AAGG mUs][fAs][fG][mG
AAAGGCUGC |UImG][mU]m [[FAIImC][fAIImA][
UJlmG][mU]im mC][fAIMA][mU][
C][mC][mU][mA mA][fC]ImU]mA][
ImG]mC]mAT[ mA][mU][mA][mA
mG][mC][mC][ s[ImGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][adem
A-
GalNAC][mG][m
GJ[mC][mU][m
G]mC]
S852-AS865-M3 UUAUUAGUA | [mUs][mU][fA]l | 852 UAGGACAAC |[MeFosfonato- | 865
UUGUUGUCC | mU][mU][mA][ AAUACUAAU |40-
UAGCAGCCG | mG][fU][mA][fU] AAGG mUs][fAs][fG][fG][
AAAGGCUGC | [mU][fG][fU][m fAIImCI[fA]ImA][
Ul[mG][mUJIfC] mC][fAIImA]IfU]l
[mC][mU]mA][ mAJ[fCImUILFA]Lf
mG]mC]mA[ AllmU]IfAImAS](
mG][mC][mC][ mGs][mG]
mG][ademA-
GalNAc][adem
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. . Sequéncia . .
. ) Sequéncia de|Sequéncia de S Sequéncia  anti-
oligonucleotideos . ) . SEQ D |anti-sentido . _|SEQ
_ sentido  (n&o | sentido sentido (ndo
conjugados a GalNAc B B NO (ndo B IDNO
modificada) (modificada) B modificada)
modificada)

A-
GalNAc][adem
A-
GalNAc][mG][m
G][mCJmU][m
G]imC]

[0235] A revelacgao ilustrativamente aqui descrita adequadamente
pode ser praticada na auséncia de qualquer elemento ou elementos,
limitacdo ou limitacdes que ndo sédo especificamente aqui reveladas.
Assim, por exemplo, em cada exemplo nesta invencao qualquer um dos
termos “compreendendo”, “consistindo essencialmente em”, e
“consistindo em” podem ser substituidos com qualquer um dos outros
dois termos. Os termos e expressdes que foram utilizados séo usados
como termos de descricdo e ndo de limitacdo, e ndo existe nenhuma
intencao de que no uso de tais termos e expressoes de excluir quaisquer
equivalentes das caracteristicas mostradas e descritas ou porcdes das
mesmas, mas € reconhecido que varias modificacbes sdo possiveis
dentro do escopo da invencéo reivindicada. Assim, deve ser entendido
gue embora a presente invencédo tenha sido especificamente revelada
por modalidades preferidas, as caracteristicas opcionais, modificacdo e
variacdo dos conceitos revelados nesta invencao podem ser utilizadas
pelos técnicos no assunto, e que tais modificacdes e variacbes sao
consideradas como estando dentro do escopo desta invengdo como
definido pela descricéo e pelas reivindicagdes anexas.

[0236] Além disso, onde caracteristicas ou aspectos da invengao
sao descritos em termos de grupos Markush ou outro agrupamento de

alternativas, os técnicos no assunto reconhecerdo que a invencao
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também €& deste modo descrita em termos de qualquer membro
individual ou subgrupo de membros do grupo Markush ou outro grupo.

[0237] O uso dos termos “‘um” e “‘uma” e “0”, “a” e referentes
similares no contexto de descrever a invencao (especialmente no
contexto das reivindicacbes seguintes) deve ser interpretado como
abrangendo tanto o singular quanto o plural, a menos que de outro modo
indicado aqui ou claramente contradito pelo contexto. Os termos
‘compreendendo,” “tendo,” “incluindo,” e “contendo” devem ser
interpretados como termos ilimitados (isto €&, significando “incluindo,
mas nao limitado a,”) a menos que de outro modo observado. A
recitacdo de faixas de valores nesta invencdo €& meramente
intencionada a servir como um meétodo abreviado de se referir
individualmente a cada valor separado que cai dentro da faixa, a menos
gue de outro modo indicado aqui, e cada valor separado é incorporado
no relatério descritivo como se ele fosse individualmente recitado nesta
invencao. Todos os métodos aqui descritos podem ser realizados em
gualquer ordem adequada a menos que de outro modo indicado aqui ou
de outro modo claramente contradito pelo contexto. O uso de quaisquer
e todos os exemplos, ou linguagem exemplar (por exemplo, “tal como”)
fornecidos nesta invencdo, € intencionado meramente a melhor
esclarecer a invencdo e nao apresenta uma limitacdo no escopo da
invencdo a menos que de outro modo reivindicado. Nenhuma linguagem
no relatério descritivo deve ser interpretada como indicando qualquer
elemento nédo reivindicado como essencial para a préatica da invencéao.

[0238] As modalidades desta invencao sdo aqui descritas, incluindo
o melhor modo conhecido aos inventores para realizar a invencao.
VariacOes destas modalidades podem se tornar evidentes aos técnicos
no assunto apos a leitura da descri¢cdo precedente.

[0239] Os inventores esperam que 0s técnicos utilizem tais

variagbes conforme apropriado, € 0s inventores pretendem que a
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invencao seja praticada de outro modo do que como especificamente
aqui descrito. Consequentemente, esta invencéo inclui todas as
modificacbes e equivalentes do assunto recitado nas reivindicacdes
anexas conforme permitido pela lei aplicavel. Além disso, qualquer
combinacdo dos elementos descritos acima em todas as possiveis
variacdes dos mesmos € abrangida pela invencédo a menos que de outro
modo indicado aqui ou de outro modo claramente contradito pelo
contexto. Os técnicos no assunto reconhecerdo ou serdo capazes de
avaliar usando ndo mais do que experimentacdo de rotina, muitos
equivalentes as modalidades especificas da invencdo aqui descrita.
Tais equivalentes sao intencionados a serem abrangidos pelas

reivindicagcdes seguintes.
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REIVINDICACOES

1. Oligonucleotideo para reduzir a expressao de HMGBL1,
caracterizado pelo fato de que compreende um filamento de sentido de
15 a 50 nucleotideos em comprimento e um filamento anti-sentido de 15
a 30 nucleotideos em comprimento, em que o filamento de sentido
forma uma regido duplex com o filamento anti-sentido, em que o
filamento de sentido compreende uma sequéncia como apresentado em
qualquer uma das SEQ ID NOs.: 1 a 13 e em que o filamento anti-
sentido compreende uma sequéncia complementar selecionada a partir
das SEQ ID NOs: 14 a 26.

2. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende ou consiste em uma sequéncia como apresentado em
gualquer uma das SEQ ID NOs: 27 a 39.

3. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento anti-sentido
consiste em uma sequéncia como apresentado em qualquer uma das
SEQ ID NOs: 14 a 26.

4. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 27 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 14.

5. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 28 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 15.

6. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
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compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 29 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 16.

7. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 30 e a
seguéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 17.

8. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 31 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 18.

9. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 32 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 19.

10. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 33 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 20.

11. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 34 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 21.

12. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
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compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 35 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 22.

13. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 36 e a
seguéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 23.

14. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 37 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 24.

15. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 38 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 25.

16. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de filamento de sentido
compreende uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 39 e a
sequéncia de filamento anti-sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 26.

17. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcOes 1 a 16, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo
compreende pelo menos um nucleotideo modificado.

18. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 17,
caracterizado pelo fato de que todos os nucleotideos do
oligonucleotideo sdo modificados.

19. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 17 ou
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18, caracterizado pelo fato de que o0 nucleotideo modificado
compreende uma 2'-modificagéo.

20. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 19,
caracterizado pelo fato de que a 2'-modificacdo € um 2'-fluoro ou 2'-O-
metila.

21. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 17 a 20, caracterizado pelo fato de que uma ou mais das
posicdes 1, 2, 4, 6, 7, 12, 14, 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de
sentido, e/ou uma ou mais das posicdes 1, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e
20 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila.

22. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 21,
caracterizado pelo fato de que todas as posicoes 1, 2, 4, 6, 7, 12, 14,
16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e todas as posicbes 1, 4,
6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido s&o
modificadas com uma 2'-O-metila.

23. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 17 a 22, caracterizado pelo fato de que uma ou mais das
posicbes 3, 5,8 a 11, 13, 15, e 17 do filamento de sentido, e/ou uma ou
mais das posicobes 2, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 16, 17, e 19 do filamento anti-
sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro.

24. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 23,
caracterizado pelo fato de que todas as posicdes 3, 5,8 a 11, 13, 15, e
17 do filamento de sentido, e todas as posic¢bes 2, 3, 5, 7, 10, 12, 14,
16, 17, e 19 do filamento anti-sentido sao modificadas com um 2'-fluoro.

25. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 17 a 20, caracterizado pelo fato de que uma ou mais das
posicdes 1 a7, 12 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e/ou uma ou
mais das posicbes 1, 4, 6, 8, 9, 11 a 13, e 15 a 22 do filamento anti-
sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila.

26. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 25,
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caracterizado pelo fato de que todas as posicbées 1a7,12a27,e 3l a
36 do filamento de sentido, e todas as posi¢des 1, 4,6, 8,9, 11a 13, e
15 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila.

27. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 17 a 20, 25 e 26, caracterizado pelo fato de que uma ou
mais das posicoes 8 a 11 do filamento de sentido, e/ou uma ou mais
das posi¢cbes 2, 3, 5, 7, 10, e 14 do filamento anti-sentido sao
modificadas com um 2'-fluoro.

28. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27,
caracterizado pelo fato de que todas as posi¢coes 8 a 11 do filamento de
sentido, e todas as posic¢oes 2, 3, 5, 7, 10, e 14 do filamento anti-sentido
sao modificadas com um 2'-fluoro.

29. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 17 a 20, caracterizado pelo fato de que uma ou mais das
posicdes 1,2,4a7,9, 11, 14 a 16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de
sentido, e/ou uma ou mais das posic¢des 1, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 18, e 20
a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas com uma 2'-O-metila.

30. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizado pelo fato de que todas as posi¢des 1,2,4a7,9,11,14 a
16, 18 a 27, e 31 a 36 do filamento de sentido, e todas as posicbes 1, 6,
8,9, 11, 13, 15, 18, e 20 a 22 do filamento anti-sentido sdo modificadas
com uma 2'-O-metila.

31. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacOes 17 a 20, 29, e 30, caracterizado pelo fato de que uma ou
mais das posi¢des 3, 8, 10, 12, 13, e 17 do filamento de sentido, e/ou
uma ou mais das posi¢cées 2 a5, 7, 10, 12, 14, 16, 17, e 19 do filamento
anti-sentido sdo modificadas com um 2'-fluoro.

32. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 31,
caracterizado pelo fato de que todas as posi¢oes 3, 8, 10, 12, 13, e 17

do filamento de sentido, e todas as posi¢cdes 2 a5, 7, 10, 12, 14, 16, 17,
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e 19 do filamento anti-sentido s&o modificadas com um 2'-fluoro.

33. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicaces 1 a 32, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo
compreende pelo menos uma ligagdo internucleotidica modificada.

34. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 33,
caracterizado pelo fato de que a pelo menos uma ligacdo
internucleotidica modificada € uma ligacéo fosforotioato.

35. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 33 ou
34, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo tem uma ligacéo
fosforotioato entre uma ou mais das: posi¢cdes 1 e 2 do filamento de
sentido, posicdes 1 e 2 do filamento anti-sentido, posi¢cdes 2 e 3 do
filamento anti-sentido, posi¢cdes 3 e 4 do filamento anti-sentido, posicoes
20 e 21 do filamento anti-sentido, e posicOes 21 e 22 do filamento anti-
sentido.

36. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 35,
caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo tem uma ligacéo
fosforotioato entre cada uma das: posicbes 1 e 2 do filamento de
sentido, posi¢cdes 1 e 2 do filamento anti-sentido, posi¢cbes 2 e 3 do
filamento anti-sentido, posicbes 20 e 21 do filamento anti-sentido, e
posicdes 21 e 22 do filamento anti-sentido.

37. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 36, caracterizado pelo fato de que a uridina na
primeira posicéo do filamento anti-sentido compreende um analogo de
fosfato.

38. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 37,
caracterizado pelo fato de que compreende a estrutura seguinte na

posicao 1 do filamento anti-sentido:
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39. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 1 a 38, caracterizado pelo fato de que um ou mais dos
nucleotideos da sequéncia -AAA- nas posicoes 28 a 30 no filamento de

sentido é conjugado a uma porcao GalNAc monovalente.
40. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 39,

caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleotideos da sequéncia

-AAA- nas posicdes 28 a 30 no filamento de sentido é conjugado a uma

porcao GalNAc monovalente.
41. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 40,

caracterizado pelo fato de que o motivo -AAA- nas posi¢cdes 28 a 30 no

filamento de sentido compreende a estrutura:
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em que:

L representa uma ligacao, identificador de quimica de clique,
ou um ligante de 1 a 20, atomos inclusivos, consecutivos,
covalentemente ligados em comprimento, selecionados a partir do
grupo consistindo em alquileno substituido e n&o substituido,
alquenileno substituido e ndo substituido, alquinileno substituido e n&o
substituido, heteroalquileno  substituido e ndo substituido,
heteroalquenileno substituido e n&o substituido, heteroalquinileno
substituido e ndo substituido, e combinac¢des dos mesmos; e

XéO,S, ouN.

42. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacao 41,
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caracterizado pelo fato de que L é um ligante de acetal.

43. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagédo 41 ou
42, caracterizado pelo fato de que X € O.

44. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 41 a 43, caracterizado pelo fato de que a sequéncia -
AAA- nas posicdes 28 a 30 no filamento de sentido compreende a

estrutura:

o)
Yo o N NH;
o o
OH \ _o N~z
LL{ Ho—P~ N
| N—Z
o) 0
S0
: /O/\O/\/o \( OH
H . HN.,.
HO_ / H OH
P (e) (@)
J/ (0]
g

45. Oligonucleotideo para reduzir a expressao de HMGB1,
caracterizado pelo fato de que compreende um filamento anti-sentido de

15 a 30 nucleotideos em comprimento, em que o filamento anti-sentido
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tem uma regido de complementaridade a HMGB1 que é complementar a
pelo menos 15 nucleotideos contiguos de uma sequéncia como
apresentado em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 13.

46. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 45,
caracterizado pelo fato de que o filamento anti-sentido € 19 a 27
nucleotideos em comprimento.

47. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 45,
caracterizado pelo fato de que o filamento anti-sentido € de 22
nucleotideos em comprimento.

48. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 45 a 47, caracterizado pelo fato de que compreende
ainda um filamento de sentido de 15 a 50 nucleotideos em comprimento,
em que o filamento de sentido forma uma regido duplex com o filamento
anti-sentido.

49. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 48,
caracterizado pelo fato de que o filamento de sentido é de 19 a 50
nucleotideos em comprimento.

50. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 48 ou
49, caracterizado pelo fato de que a regido duplex é de 20 nucleotideos
em comprimento.

51. Oligonucleotideo para reduzir a expressdo de HMGB1
compreendendo um filamento de sentido e um filamento anti-sentido,
caracterizado pelo fato de que:

(a) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 788 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 814;

(b) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 789 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 815;

(c) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
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apresentado na SEQ ID NO: 790 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 816;

(d) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 791 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 817;

(e) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 792 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 818;

(f) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 793 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 819;

(g) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 794 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 820;

(h) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 795 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 821;

() o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 796 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 822;

() o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 797 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 823;

(K) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 798 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 824;

() o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 799 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 825;

(m) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
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apresentado na SEQ ID NO: 800 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 826;

(n) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 801 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 827;

(o) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 802 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 828;

(p) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 803 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 829;

(q) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 804 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 830;

(r) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 805 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 831;

(s) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 806 e o flamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 832;

(t) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 807 e o flamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 833;

(u) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 808 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 834;

(v) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 809 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 835;

(w) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
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apresentado na SEQ ID NO: 810 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 836;

(x) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 811 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 837;

(y) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO:812 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 838; ou

(z) o filamento de sentido compreende uma sequéncia como
apresentado na SEQ ID NO: 813 e o filamento anti-sentido compreende
uma sequéncia como apresentado na SEQ ID NO: 8309.

52. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
o oligonucleotideo, como definido em qualquer uma das reivindicactes
1 a 51, e um excipiente.

53. Método de liberar um oligonucleotideo a um individuo, o
método caracterizado pelo fato de que compreende administrar a
composicdo, como definido na reivindicacao 52, ao individuo.

54. Método, de acordo com a reivindicacao 53, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem ou esta em risco de ter fibrose hepética.

55. Método, de acordo com a reivindicacéo 54, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem doenga hepética colestatica ou
autoimune.

56. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
53 a 55, caracterizado pelo fato de que a expresséo da proteina HMGB1
é reduzida administrando-se ao individuo o oligonucleotideo.

57. Método para tratar um individuo tendo ou em risco de ter
fibrose hepatica, caracterizado pelo fato de que compreende administrar
ao individuo um oligonucleotideo, como definido em qualquer uma das
reivindicacOes 1 a 51.

58. Método, de acordo com a reivindicagéo 57, caracterizado
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pelo fato de que o individuo tem doenca hepatica colestatica ou
autoimune.

59. Método, de acordo com a reivindicacéo 58, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH).

60. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
57 a 59, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo €
administrado antes da exposicdo do individuo a um agente
hepatotoéxico.

61. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
57 a 59, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo €
administrado subsequente a exposicdo do individuo a um agente
hepatotoéxico.

62. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
57 a 59, caracterizado pelo fato de que o oligonucleotideo é
administrado simultaneamente com a exposicdo do individuo a um
agente hepatotoxico.

63. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicaces
57 a 62, caracterizado pelo fato de que a administracéo resulta em uma
reducdo nos niveis hepéaticos de HMGBL1.

64. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
57 a 63, caracterizado pelo fato de que a administrac&o resulta em uma
reducdo nos niveis séricos de HMGBL1.

65. Uso de um oligonucleotideo, como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 51, caracterizado pelo fato de ser para tratar
um individuo tendo ou em risco de ter fibrose hepatica.

66. Uso, de acordo com a reivindicacdo 65, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem doenca hepatica colestatica ou
autoimune.

67. Uso, de acordo com a reivindicacdo 65, caracterizado

pelo fato de que o individuo tem esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH).
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células HuH-7, 1 mM, 24 h
Normalizado para Hs HPRT-517-591(HEX) e Hs SFRS9 594-690(Hex) vs controle simulado
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células HuH-7, 1 mM, 24 h
Normalizado para Hs HPRT-517-591(HEX) e Hs SFRS9 594-690(Hex) vs controle simulado
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células HuH-7, 1 mM, 24 h
Normalizado para Hs HPRT-517-591(HEX) e Hs SFRS9 594-690(Hex) vs controle simulado
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células Hepa1-6, 24 h
Normalizado para MmHPRT vs controle simulado
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células LLC-MK2, 24h
Normalizado para RhPPIB vs controle simulado
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Knockdown de HMGB1 comuns triplos em células LLC-MK2, 24h
Normalizado para RhPPIB vs controle simulado
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RESUMO
Patente de Invencéo: “COMPOSICOES E METODOS PARA INIBIR A
EXPRESSAO DE HMGB1”.

A presente invencdo refere-se a oligonucleotideos,
composicfes e métodos Uteis para reduzir a expressdo de HMGB1,
particularmente em hepatdcitos. Os oligonucleotideos revelados para a
reducdo da expressao de HMGB1 podem ser de filamento duplo ou de
filamento Unico e podem ser modificados para caracteristicas
melhoradas tais como resisténcia mais forte a nucleases e
imunogenicidade mais baixa. Os oligonucleotideos revelados para a
reducéo da expressdo de HMGB1 também podem ser designados como
incluindo ligantes de alvejamento para alvejar uma célula ou 6rgéo
particulares, tais como os hepatdcitos do figado, e podem ser usados

para tratar fibrose hepatica e condi¢cfes relacionadas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

FFAB11CT1CC46 3 A6E3

Campo 2

117 255FE®6F 97 32¢cCO0

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA P254324.TXT
- Data de Geracédo do Cdédigo: 24/06/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 14:41:39
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: FFAB1C1CC463A6E3
- Campo 2: 117255FE6F9732C0
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